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e IN STITUT PASTEUR 


CONTRIBUTION A L'ETUDE DE L'ANEMIE EXPERIMENTALE 


BTAT DE LA CYTASE HEMOLYTIQUE. 


DANS LE PLASMA DES ANIMAUX NORMAUX 
par C. LEVADITI (pz Bucwarssr), 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


PLANCHE HI ET IV 


Dans un mémoire publié récemment dans ces Annales!, nous 
avons exposé les résultats de nos recherches sur l'état de la 
cytase bactériolytique (complément, alexine), dans le plasma des 
animaux normaux et des organismes vaccinés contre le vibrion 


_cholérique. Ces recherches nous ont permis de conclure que ce 


composant des sérums bactéricides que l’on appelle cytase, et 
que V’on envisage comme un principe éminemment labile et 
dépourvu de spécificité, n’existe pas al’état de liberté dans le 
plasma, mais quil est renfermé dans ses générateurs, les pha- 


- gocytes. Toute atteinte portée a la vitalité de ces phagocytes, tend 


4 extérioriser la cytase et permet ainsi au deuxiéme composant 
spécifique deshumeurs microbicides, la sensibilisatrice (Immun- 


2s korper, Zwischenkorper) de réaliser la destruction extracellulaire 


des infiniment petits. 
Nos expériences étant exclusivement limitées a ]’étude de la 
bactériolyse, nous nous sommes gardé d’affirmer quoi que ce 


‘soit de précis au sujet de l’état ot se trouve le cytase cytolytique 
dans le plasma des animaux normaux ou immunisés. Nous 


4. Sur Vétat de la cytase dans le plasma des animaux normaux et des orga 


nismes vaccines contre le vibrion cholérique. Ces Annales, 1901, 
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n’avons établi que des analogies lointaines entre ces deux 
especes de cytase, pénétré que nous étions de la notion de la 
pluralité des alexines. Plusieurs faits, en particulier ceux fournis 
par les analyses quantitatives d’Ehrlich et Morgenroth *, et les 
observations de Metchnikoff? et Tarasséwitch * concernant la 
distinction que l’on doit faire entre la microcytase (aléxine bacté- 
riolytique) et la macrocytase (alexine cytolytique), nous mettaient 
en garde contre toute conclusion prématurée. H est vrai que 
les constatations récentes de Bordet et Gengou‘, montrant que 
les érytrocytes sensibilisés au moyen d'une hémolysine spéei- 
fique, sont capables de débarrasser un sérum neuf de la totalité 
des cytases qu'il renferme, semblaient venir a Pappui de la 
‘conception unitaire de Valexine. Néanmoins, étant donné que 
le phénoméne décrit par ces auteurs pourrait s’expliquer en 
admettant que les érytrocytes sensibilisés ou les produits de 
Vhémolyse (les stromas) fixent d’une maniére non élective la 
cytase bactériolytique, nous avons persisté a accepter la notion 
de la pluralité des cytases, et nous avons limité nos conclusions 
exclusivement au complément bactériolytique. — Nous avons 
cité dans ce mémoire les recherches récentes de M. Rehns®, 
Vaprés lesquelles il résulte que la cytase hémolytique cireule a 
Pétat de liberté dans le plasma, et nous ayons montré les objec- 
tions qu’on pourrait adresser a ces recherches. 

Depuis la publication de notre travail, M. Max Gruber a 
repris la question de l'état de la cytase hémolytique dans le 
plasma *, Les: expériences que cet auteur a entreprises a ce 
sujet, et qui lui semblent ne pouvoir étre atteintes par « aucune 
objection », ont amené & conclure que « das Alexin (cytase) ein 
Erzeugniss des lebenden Organismus ist, und bereits im normalen Blut- 
nlasma circulart’ », Les résultats de ces expériences, qui, d’aprés 
le savant viennois, sont destinées dtrancher d’une maniére défi- 

4. Burirenet Morcenrorn, Veber Hemolysine, 5° mémoire, Bert. kl. Woch.,. 4904. 

2. Mercunixorr, L’/mmunité dans les maladies infectieuses, Paris, Mas- 
son, 4904, 

3. Tanasstwitcu, Sur les cytases. Ces Annales, vol. XVI, n° 2, 4902. 

4, Borppr et Gencou, ces Annales, 1904. 

5. Revs, C. R. de la Soc. de Biologie, 1901. : 
Meomolyse,(Masoh. mod, Wock., Wil, n= Gkae ye ee 

7. Depuis lors, M. Gruber a émis une opinion sensiblement différente. Il 
naffirme plus avec la méme certitude que la cytase circule a I’état libre dans le 
plasma des animaux normaux et se demande si cette cytase n’est pas séerétée par 


.lorganisme, sous Vinfluence de linjection de sénum hémolytique (Von injicirten 
Serum ausgetibten Reis). (Wien. kl. Woch., 1901, n°50, p. jai) : : 
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nitive «die Jahrzehnte alte Streitfrage», ont été exposés lors d’une 
discussion sur la théorie des chaines latérales, de M. Khrlich, qui 
a eu lieu a la Société des médecins de Vienne. 

A la lecture du travail de M. Gruber, il nous a semblé sur- 
prenant que ce qui est vrai pour la cytase bactériolytique, ne 
le soit pas également pour l’alexine cytolytique. Aussi, avons- 
nous été déterminé & reprendre les recherches de M. Gruber et 


& analyser de prés les faits qui ont autorisé cet auteur a affir-. 


mer que cette cytase cytolytique circule a l'état de liberté dans 
le plasma. Les résultats des expériences que nous avons entre- 
prises & ce sujet, sont défavorables & lopinion que M. Gruber 
se fait du mécanisme qui préside 4 la destruction des hématies 
dans lorganisme. Ils nous ont montré que le savant viennois 
est tombé dans un piége que l’étude des phénoménes. com- 
plexes de la biologie nous tend trop souvent, et qui consiste’ a 
observer le premier et le dernier des phénoménes qui font 
partie d’un enchainement de faits, et 4 combler l’intervalle par 
toute une série de probabilités. 

Examinons rapidement les expériences de M. Gruber. On 
sait que si l’on chauffe & la température de 55° un sérum 
hémolytique obtenu en injectapt 4 une espéce animale A des 
érytrocytes provenant d’une espéce B, on rend ce sérum inactif. 
Ce sérum, mélangé a des globules rouges fournis par l’espéce 
animale B, ne dissout plus ces globules, mais, suivant les cas, 
les agglutine d’une maniére plus ou moins intense. Or, on 
peut rendre 4 ce sérum, ainsi inactivé, son pouvoir dissolvant 
primitif : il suffit de lui ajouter une quantité donnée de sérum 
frais provenant d’un animal neuf, sérum qui a lui seul n’exerce 
aucune influence hémolytique. [1 est admis, depuis les recherches 


de Bordet, que le sérum normal renferme une cytase capable 


de réactiver la sensibilisatrice spécifique, contenue dans le sérum 
hémolytique chauffé. 

M. Gruber se sert dans ses expériences d’un sérum dissol- 
vant pour les hématies du cobaye, sérum qu'il obtient en 
administrant 4 des lapins des érytrocytes provenant de cette 
derniére espéce animale, Ce sérum, préalablement chauffé, peut 
dtre réactivé a l’aide d’une quantité donnée de sérum de cobaye 
neuf. Le sérum fourni par les lapins immunisés renferme donc 
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une sensibilisatrice capable de se fiver, comme |’ont démontré 
Ehrlich et Morgenroth!, sur les.globules rouges du cobaye; 
d’autre part, le sérum de cobaye neuf contient unecytase ayant, 
la propriété de réactiver cette sensibilisatrice. 

La question est de savoir dans quel état (libre ou fete se 


trouve cette cytase dans l'organisme vivant, car, il ne faut pas 


Voublier, les données concernant les propriétés de ces sérums 
résultent exclusivement des expériences faites in vitro. Pour 
élucider cette question, M. Gruber injecte dans le péritoine des 
cobayes neufs une quantité donnée (4410 c. c.) de sérum hémo- 
lytique, préalablement inactivé a 55°. La masse injectée est 
rapidement résorbée et passe dans la circulation générale. Le 
résultat final de Vexpérience dépend de la présence ou de 
Vabsence de cytase libre dans le plasma. En effet, si cette cytase 


existeeffectivement comme unité agissante dans ce plasma, elle - 


doit forcément réactiver la sensibilisatrice qui abandonne la 
cavité péritonéale et permettre a cette sensibilisatrice de dis- 
soudre les globules rouges circulants. Dans ce cas, injection de 
sérum hémolytique inactivé sera suivie d’une anémie prononcée 
et d’une hémoglobinurie plus ou moins accentuée. Rien de tout 
cela n’aura lieu, si le plasma ne renferme pas de cytase libre. 
Or, lexpérience vient entiérement a lappui de la premiére 
de ces alternatives. Les cobayes qui recoivent dans leur péri- 


toine le sérum hémolytique inactivé, offrent, aprés une augmen- 


tation passagere du nombre des globules rouges, une anémie de plus 
en plus profonde, en méme temps qu'une hémoglobinurie accentuée. 


De la, la conclusion que la cytase existe a Vétat de liberté dans le 


plasma. 
On pourrait considérer cette conclusion comme étant juste, 
sil’on démontrait préalablement : 
1° Que la réactivation du sérum hémolytique wa pas lieu déja 
dans la cavité péritonéale ; ow, si cela est ainsi, que cette réactivation 


sopere au moyen dune cytase préexistante dans celte cavité, et non 


pas mise en liberté au moment méme ott Pon pratique Vinjection ; 

2° Que si la réactivation ne s’effectue pas déja dans le péritoine, 
ow si elle ne seffectue yue partiellement, elle a réellement liew dans la 
circulation générale ; 


1, Ennvicu er Morcenrotu, Veber Hemolysine. 1% mémoire. Berl. kl. Woch. 
1899. N° 4 ” 
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3° Que Vanémie et Vhémoglobinurie que l'on observe chez ces ani- 


maux sont réellement dues a Vaction combinée de la sensibilisatrice 
injectée et dune cytase existant dans le plasma, et qwaucun autre 
facteur wintervient pour déterminer la destruction des globules 
rouges. 1 


conception de M. Gruber peuvent étre soumis au contréle de 
Yobservation directe. Il n’en est pas de méme du second, En 
effet, il est extrémement difficile de poursuivre la sensibilisa- 
trice dans le chemin qu'elle parcourt entre sa porte d’entrée 
le péritoine et son point d’arrivée, encore non précisé. On peut 
pourtant détourner cet obstacle, si l’on a soin d’envisager la 
question a un point de vue différent. 

La sensibilisatrice introduite dans la cavité péritonéale aban- 
donne cette cavitéet pénétre dans letorrent circulatoire, soit direc- 
tement, soitindirectement, en suivantla voielymphatique. La, elle 


rencontre les globules rouges flottant dans le plasma, globules 


pour lesquels, comme l’ont démontré Ehrlich et Morgenroth, 
cette sensibilisatrice posséde une affinité spécifique, et sur 
lesquels elle se fixe rapidement, soit en entier, soit en partie. 
Dans ce dernier cas, il est @ priori concevable qu'il puisse 
sopérer une répartition de la sensibilisatrice.entre les érytro- 
cytes et le plasma, répartition qui dépend de la quantité d’hémo- 
lysine qui existe 4 un moment donné dans le torrent circulatoire. 
Des globules sensibilisés peuvent par conséquent se trouver, a 
une période déterminée de l’expérience, en présence d’un 
plasma renfermant de la sensibilisatrice. Or, si dans ce plasma, 
la cytase cytolytique circule librement, cette cytase ne doit pas 


tarder-w réactiver la sensibilisatrice fixée sur les globules rouges | 


et déterminer la dissolution de ces globules, La sortie de 
Vhémoglobine sera ainsi réalisée et le plasma prendra une 
couleur rouge plus ou moins intense. 

Dans lV’hypothése de la liberté de la cytase, on peut par con- 
séquent rencontrer a un moment donné dans le torrent circu- 
latoire, une des trois combinaisons suivantes : 

1° Plasma hémoglobiniféere, renfermant de la sensibilisatrice + glo- 
bules rouges sensibilisés ; 

2° Plasma hémoglobinifére, renfermant de la sensibilisatrice +- 
globules rouges non sensibilisés ; . 


Le premier et le troisiéme des desiderata qui découlent de la- 


oe 


an 
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3° Plasma hémoglobinifere, dépowrou de sensibilisatrice —- 
globules rouges non sensibilisés. 

Dans le premier cas, il y a gu excés de sensibilisatrice et 
dissolution incomplete des globules sensibilisés, ce qui peut étre 
dii & une insuffisance de cytase. Dans le second cas, il y a eu 
exces de sensibilisatrice et dissolution complete des globules — 
sensibilisés. Enfin, dans le troisiéme cas, toute la sensibilisa- 
trice présente, 4 un moment donné, dans le torrent circulatoire 
a été utilisée pour la sensibilisation des globules rouges, qui, 
étant donné un excés de cytase libre, se sont entiérement 
dissous. 

Mais la seule combinaison incompatible avec U hypothese de la liberté 
dela cytase hémolytique, est la suivante ; 

Plasma wcouore, renfermant de la sensibilisatrice + hématies 


—sensibilisées. 


Tlest, en effet, impossible de concevoir comment, a la température 


du corps, des érytrocytes sensibilisés peuvent exister dans un plasma 


qui renferme, en plus de la sensibilisatrice, DE LACYTASELIBRE, SANS Se 
dissoudre et répandre leur hémoglobine dans ce plasma. 

Il s’agit done de rechercher si une telle combinaison existe 
réellement dans lesexpériences de M. Gruber. S’il en est ainsi, 


ces expériences perdent toute leur valeur démonstrative, et 
Vhypothése de la liberté de la cytase hémolytique dans le plasma 


des animaux neufs, devient une simple vue de l’esprit. 

Nous avons analysé chez nos cobayes, ce qui se passe dans 
la cavité péritonéale, dans la circulation générale et a intérieur 
des organes, Disons-le tout de suite, les conclusions auquelles 
nous sommes arrivé confirment sur beaucoup de points les faits 
annoncés par M. Savtchenko' dans un travail paru récemment 
dans ces Annales. Nous avons pris connaissance de ce travail au 
cours «le nos recherches sur la cytase hémolytique, et nous 
sommes arrivés, indépendamment de ce savant, a des résultats 
analogues. Le lecteur trouvera dans le présent mémoire la 
confirmation des observations, ainsi que la critique de certaines 
expériences de M. Savtchenko. 


4.) Savrcamnco. ‘Du rdle des immunisines (fixateurs) dans la phagocytose 
Ces Annales, vol. XVI, fase. 2. 
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LES PHENOMENES QUI ONT LIEU DANS LA CAVITE PERITONEALE 


La cavité péritonéale du cobaye renferme des leucocytes 
mononucléaires (macrophages) et polynucléaires (pseudo-éosino- 
philes et parfois vrais éosinophiles) en quantité variable. Pres- 
que constamment le nombre des mononucléaires dépasse celui 
des polynueléaires ; presque constamment aussi ces derniers 
figurent dans le tableau leucocytaire de la lymphe péritonéale 
de ces cobayes. Il est donc inexact d’affirmer, comme le fait 
M. Gruber, que cette lymphe est, pour ainsi dire, complétement 
dépourvue de polynucléaires. 

Lorsqu’on introduit dans le péritoine d’un cobaye neuf, 
de 6a 7c. c. desérum hémolytique pour les globules rouges de 
cet animal, sérum qui a été préalablement inactivé, on provoque 
presque toujours une légére hémorragie. On constate alors 
les modifications suivantes : 
~ 4° La plupart des globules blancs de la lymphe péritonéale 
ne tardent pas a s’'agglutiner et a disparaitre. Le liquide retiré ne 
renferme que de trés rares amas de leucocytes, dont on peut 
souvent constater l’état de souffrance, sil’on se rapporte & |’état 
granuleux de leur protoplasma; 

2° Les érytrocytes s’agglutinent instantanément etsubissent, 
dés la premiére demi-heure, une dissolution plus ou moins 
accentuée. Cette dissolution se traduit par la couleur rosatre 
du liquide retiré du péritoine, et parla présence de gros paquets 
de globules rouges qui laissent échapper leur hémoglobine. 
Elle peut étre observée directement, si l'on a soin de maintenir 
ce liquide, en goutte pendante, ala température de 38°. Apres 
quelques minutes, ces amas de globules rouges ne sont plus 
que des stromas incolores ; 

3° Quelques rares leucocytes mono-nucléaires englobent une 
ou deux hématies. Cette érytrophagocytose est extreémement 
discréte et manque le plus souvent; 

4° Une ou deux heures aprés injection, on constate une 
nouvelle arrivée de globules blancs, pour la plupart polynu- 
cléaires, ainsi que de nouveaux globules rouges. Les hématies 
nouvellement déversées dans la cavité péritonéale s agglutinent, mais ne 
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subissent pas de dissolution. L’érytrophagocytose est presque nulle ; 


5° Enfin, entre la 12™¢ et la hm heure, l’arrivée des macro- . 


phages, la phagocytose des leucocytes polynucléaires par ces 
macrophages etla résorption plus ou moins complete del’exsudat, 
mettent fin au processus: qui se déroule dans le péritoine de ces 
cobayes neufs, 

Il en estde méme si, au lieu d’injecter a ces cobayes le sérum 
hémolytique seul, ona soin d’ajouter préalablement a ce sérum 
quelques gouttes de sang de cobaye, débarrassé de cytase au 
moyen de lavages répétés. Ces clobules,déja agglutings, se dis- 


solvent rapidement; leur transformation dans des stromas inco— 


lores accompagne la disparition des leucocytes de la lymphe 
péritonéale. ss 


Nous conclurons de ces faits que la sensibilisatrice introduite 


dans le péritoine des cobayes neufs ne tarde pas @ se réactiver, grace 
a la cytase quelle rencontre a un moment donné dans ce péritoine. 
Nous ajouterons que cetle réactivation est partielle, vu que les glo- 
bules rouges qui sont déversés dans la cayité péritonéale quelque 
temps aprés la dissolution des premiers, sont plus ou moins agglu- 
tinés, mais ne montrent pas le phénoméne de l’hémolyse. A ce 
moment la cavité péritonéale renferme une certaine quantité de 
sensibilisatrice capable @influencer ces globules rouges, mais; 


faute de cytase, cette sensibilisatrice n’exerce aucune action 


dissolvante a Végard de ces hématies. — 
Que la dissolution des érytrocy tes s’opere grace a la cytase, 
e’est ce que l’expérience suivante montre aipceeare : 


Experience A, Deux cobayes A et B, de méme poids (480 gr.) sont traités 
comme suit ; 

A regoit dans la cavité péritonéale un mélange constitué de 4 ¢, ce. de 
sérum hémolytique chauffé + 4c. c. d’anticytase! (anticomplément obtenu 


en injectant 4 des lapins du sérum de cobaye neuf.) + 5 gouttes de sang de 


cobaye débarrassé de cytase. 
Brecoit dans la méme cavité un mélange formé de Ac. c. de sérum 


hémolytique inactive + 4 c. c, de sérum de lapin normal + 5 gouttes de 
sang de cobaye, également débarrassé de cytase, 


Une demi-heure aprés l’injection, on constate que les hématies injectées 


4 animal A persistent & l’état agglutiné dans la cavité péritonéale, sans 


1. Le sérum anticytasique, ainsi que le sérum de lapin neuf, ont été préala- 


blement inactivés, 


child lon roeni iboeetreinbeale ba tinacarerveaetn ine 
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subir aucune dissolution, tandis que les érytrocytes introduits dans le péri- 
toine de l’animal B sont rapidement et totalement dissous', 


Il résulte de cette expérience qu’il su/ffit de neutraliser au 

moyen d'une dose convenable d'anticytase, la cytase qui se trouve a un 
moment donné dans la cavité péritonéale, pour empécher complete- 
ment la dissolution des globules rouges introduits en méme temps que 
la sensibilisatrice, dans cette cavité. L’hémolyse constatée dans 
Vexpérience décrite plus haut est donc réellement due & Vinter- 
vention d’une certaine quantité de cytase libre. Ii s’agit de pré- 
ciser si cette cytase préexiste dans le péritoine, ou bien si elle 
est mise en liberté par les leucocytes qui flottent dans la 
lymphe péritonéale normale, leucocytes qui sont atteints dans 
leur vitalité par l'injection trop brusque d'un liquide dont latem- 
pérature est inférieure a celle du corps. En d’autres mots, il est 
indiqué de rechercher si ce n’est pas la phagolyse provoyuce par Vin- 
troduction du sérum hémolytique dans la cavité péritonéale, qui est la 
source de la cytase. 

Rappelons tout d’abord que cette question, posée lors de lana- - 
lyse du phénoméne de Pfeiffer, a été résolue dans le sens de la 
non-liberté de la cytase bactériolytique dans la lymphe périto- 
néale. Metchnikoff et ses éléves ont vu qu’il suffisait de renforcer 
les leucocytes de cette lymphe au moyen d'une injection préa- 
lable de bouillon ou d’eau physiologique, pour entraverla trans- 
formation granulaire extra-cellulaire des vibrions cholériques. 
Ce fait pourrait également exister dans le domaine de la cytase 
hémolytique. ; : . 

Les deux objections quisemblents opposer a cela peuvent ¢tre 

-facilement écartées. En effet, laconstatation de Gruber et Durham, 
asavoir que la diminution du nombre des globules blancs qui suit 
Vinjection de liquides divers dans la cavité péritonéale, n’est pas 
due a une dissolution de ces globules, mais tout simplement a 
leur agglutination et a leur déposition sur le péritoine pariétal 
et l’épiploon, ne prouve rien contre la conception de la pha- 
golyse. On sait qu'il n’est nullement nécessaire que les leuco- 
cytes soient entiérement « dissous », pour qwils puissent mettre 

-en liberté les substances que leur protoplasma renferme; il 


4. Cette experience est a rapprocher de celles dont se sert M. Wassermann 
pour préciser Je role de la cytase dans ’immunité naturelle et artificielle. (7. fiir 


Hygiene, 1901, Vol. 37, f. L.) % 


Ue al dead 
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impressionnés d'une maniére plus qu moins forte. —D’autre part, 
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suffit qu’ils soient atteints plus ou moins dans leur vitalité, ou 


si l'on se rappelle que la lymphe péritonéale renferme rela- 
tivement peu de leucocytes polynucléaires, et si l’on se place 
au point de vue de l’unité de la cytase, on peut objecter avec 
M. Gruber que la pauvreté de cette lymphe en globules blancs 
& noyau polymorphe, est peu d’accord avec la mise en liberté 
d’une-quantité suffisante de cette cytase, lors de la phagolyse. 
Or, d’une part, la réactivation de la sensibilisatrice introduite 
dans le péritoine est, comme nous l’avons vu, réellement incom- 
pléte, et d’autre part, ce ne sont pas les polynucléaires qui 
engendrent la cytase hémolytique, mais trés vraisemblablement 
les macrophages’, dont le nombre, dans la lymphe péritonéale, 
est, de l’avis méme de M. Gruber, de beaucoup supérieur a celui 
des leucocytes polynucleéaires. . 

Quoi quwil-en soit, c’est A V’expérience de répondre a cette 
question, Les résultats des nombreuses recherches que nous 
avons entreprises a ce sujet ont été concordants et conformes 
aux faits avancés par Savtchenko et Tarasséwitch. Il suffit de 
préparer les cobayes a l'aide d’une injection intra-péritonéale de 
bouillon ou d’eau physiologique ?, pratiquée 18 heures avant 
lexpérience, pour constater que lorsqu’on introduit dans le péri- 
toine de ces animaux l’hémolysine inactivée, ayoaee: ou non de 
globules rouges, aucune dissolution extracellulaire n'a liew. Au 
contraire, la phagocytose des hématies est. dans ce cas, trés 
accusée. On voit 3 a5 heures aprés l’injection que les macro- 
phages englobent jusqu’a 10 et 12 globules rouges, globules 
qui ne tardent pas a confluer et & se transformer en masses 
hémoglobiniques plus ou moins volumineuses (voir planche IV, 
fig, 1 et 2). 

Il résulte de ces recherches que si l'on entrave la phagolyse, 
en renforcant les globules blancs de la lymphe péritonéale, on 
empéche la réactivation de la sensibilisatrice injectée. Cette réac- 
tivation devient ainsi une conséquence de la phagolyse; la cytase ne 
préexiste done pas a Vétat de liberté dans la cavité péritonéale des 
cobayes neufs. 

Quel est le mécanisme qui préside a la production de cette 


{. D'aprds les recherches de Metchnikoff et de Tarasséwitch (Joc. cit.). 
2. Nous appellerons dorénayant les animaux ainsi traités : cobayes préparés. 
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déterioration des globules blancs? Il est complexe. En effet, il 
faut, en premier ined accuser avec Metchnikoff l’action brusque 
du liquide injecté, liquide qui est A une température infé- 
rieure 4 celle du corps animal. En second lieu, on doit tenir 
compte du pouvoir leucolytique spécifique du sérum hémolytique 
employé dans ces expériences. Le second de ces mécanismes 
est une conséquence du premier, il se trouve entiérement sous 
sa dépendance et concourt avec lui au résultat final. 

On sait que, pour obtenirun sérum hémolytique, on adminis- 
tre a une espéce animale A le sang débarrassé de sérum, pro- 
venant d'une espéce B. Or, dans ce sang, a cdté des érytrocytes, 
il existe un nombre plus ou moins considérable. de globules 
blanes. Il résulte que le sérum ainsi obtenw est non seulement 
hémolytique, mais aussi leucolytique. L’expérience la plus simple 
démontre le pouvoir destructeur que ce sérum exerce sur les 
leucocytes. 

Si Pon met des globules blancs de cobaye, obtenus au 
moyen d’une injection intra-péritonéale de bouillon ou d'eau 
physiologique, et soigneusement lavés, en contact d’une part 
avec une dose déterminée de sérum hémolytique inactivé, 
dautre part avec la méme dose du sérum provenant d’un 
lapin neuf, également inactivé, on constate que dans le pre- 
mier cas les leucocytes sont rapidement agglutinés, tandis que, 
dans le second, ces leucocytes n’offrent aucune modification 
appréciable. Le sérum hémolytique renferme par conséquent 
une agglutinine capable d’agir sur les globules blancs prove- 
nant de l’animal pour les érytrocytes duquel ce sérum est dis- 
solvant. Renferme-t-il également une sensibilisatrice? On peut 
sassurer aisément de la présence de cette sensibilisatrice, en 
ajoutant aux mélanges précédents une trace de sérum frais de 
cobaye normal. On constate dans ce cas que les leucocytes 
agelutinés ne tardent pas 4 mortrer des signes de destruction 
(apparition du noyau, état transparent du protoplasma, etc.), 
tandis que les globules blancs mis en contact avec le sérum du 
lapin normal, conservent toute leur intégrité. 

Si le serum inactivé que nous employons dans nos expé- 
riences est a la fois hémolytique et leucotoxique, que se passe- 
t-il lorsque nous introduisons ce sérum dans le péritoine des 
cobayes neufs? La sensibilisatrice leucolytique se fixe rapide- 
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ment sur les globules blancs de la lymphe péritonéale, ou sur 
un certain nombre de ces globules, et détermine leur ageluti- 
nation, Mais elle n’agit leucolytiquement qua la condition qu il 
y ail de la cytase libre, capable de réactiver cetle sensibilisatrice, 
Or, V’injection du liquide, au méme titre que lintroduction, 

dans la cavité péritonéale, de bouillon ou d’eau physiologique, 
engendre déja ladestruction d’une partie de ces globules blancs et 
la mise en liberté de Ja cytase que ces globules blanes renferment, 

fl résulte qu’effectivement la sensibilisatrice leucotoxique fixée 
sur les leucocytes est réactivée et guesces leucocytes subissent 
Vinfluence dissolvante de notre sérum. Ces cellules succom- 


bent et mettent en liberté une nouvelle quantité de cytase, qui_ 


se trouve ainsi a la disposition de la sensibilisatrice hémolytique 
contenue dans le sérum injecté. . fs 
On peut conclure de ces faits que la phagolyse intra- -périto- 
néale reconnait un double mécanisme, dont le résuliat final est 
la mise en liberté @une quantité de cytase capable de réactiver, déja 


dans le péritoine, une partie de la sensibilisatrice injectée. 


bh) < 
En dehors des phénoméemes déja complexes que nous avons 
examinés jusqu ici, il y a lieu de tenir compte d’un fait nouveau, 


a savoir la fixation d'une portion de la sensibilisatrice hémolytique 
sur les globules blancs de la lymphe péritonéale. On pensait généra- 
lement que les sensibilisatrices spécifiques, telles que l’hémoly- 
sine, la leucotoxine, la spermotoxine, etc., n’agissent et ne se 


fixent que sur les éléments cellulaires qui ont servi 4 la prépara- 


tion de ces sensibilisatrices. La chose est vraie, mais non pas 
dans ua sens absolu; il s’agit plutot d’une répartition quantita- 


tive de ces cy totoxines. Kn effet, nos expériences nous montrent. 


d’une maniére évidente que la sensibilisatrice hémolytique peut se 
fiver non seulement sur les hématies, mais aussi sur les leucocytes 


des exsudats et des ganglions lymphatiques, ainsi que sur @ autres 


éléments cellulaires. Voici quelques-unes de ces expériences : 


Expérience B, — Deux cobayes regoivent dans le péritoine 40 c.c. de 
bouillon, Les animaux sont sacrifiés vingt heures apres Vinjection. On 
recueille l’exsudat péritonéal, on centrifuge pour séparer les globules blancs 
et on lave rapidement ces globules & l’eau physiologique, Ces leucocytes 
sont mis en contact avee 2 c,c, de sérum hémolytique! préalablement. 
inactivé. Une quantité de globules rouges de cobaye, correspondante quant 


1, Ce sérum a été obtenu en injectant a des lapins, des érytrocytes de cobaye, 
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hémolytique hémolytique hémolytique 


cobaye. inactif. : . + leucocytes, 


.|1,35 ¢, ¢, {0,05 c. c. trace. BCh iC, 0,08 ¢. ey Z 
i=] 

dai} 

a 

4520- — 10,2 ~— ‘complet. [0,2 — \ 5° 10,2 — trace 


4,30 - OA . —_ beaucoup. 


1,15 Ody SN og Oop as 
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au volume, a celle des globules blancs, est mise en présence de 2c. c. du 


méme sérum hémolytique. On laisse séjourner au thermostat pendant 


deux heures, on centrifuge et on apprecie Ja teneur en sensibilisatrice 


hémolytique de ces deux eREUTOES ainsi que celle du sérum n’ayant subi 
aucun traitement, 

Expérience C. — On recueille 1s",2 de foie de cobaye, en méme temps 
que 4st,2 de ganglions de la méme espéce animale. Aprés lavage et tri- 
turation, on met les masses cellulaires (qui renferment trés peu de globules. 
rouges) en contact avec 40 gouttes d’une hémolysine inactivée. On maintient 


pendant 2 beures a la température de la chambre, on centrifuge et on 


apprécie la richesse en sensibilisatrice des liquides décantés. 


SERUM 
hémolytique 
+ glob. 
rouges. 


SERUM SERUM 
hémolytique hémolytique 
+ ganglions. + foie. 


SERUM 
hémolytique 
inactif. 
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Expérience D. — On se sert d’un sérum hémolytique fourni par un 
cobaye qui a recu plusieurs injections de sang de beuf. Onmet en contact : 
40 gouttes de ce sérum tnactivé avec 0,8 ¢. c. de sang de boeuf (lavé) 

40 = — _ -- spermatozoides de taureau (lavés), 
40 ya — = = suc ganglionaire de boeuf (lave) 4 
On maintient pendant trois hetires a la glaciére et trois heures a la tem- 


pérature de la chambre. On centrifuge et on apprécie Ja teneur en sensibili- 


-satrice. - 


1. L’examen microscopique TOS que ce sue ganglionaire ne renferme que 
trés peude globules rouges. 
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* Pour ces 3 doses, ona dilué le sérum au 1/10e, 


ll résulte de ces recherches que les globules rouges possédent - 


Vaffinité la plus forte vis-a-vis de la sensibilisatrice hémolytique. 


Viennent par ordre de décroissance le suc ganglionaire, les leucocytes 


des exsudats et les cellules hépatiques. Les spermatozoides ne sem- 
blent pas fixer cette sensibilisatrice!. Il résulte également que lorsque 
nous introduisons Uhémolysine inactivée dans le péritoine de nos 
cobayes, cette hémolysine ne se fixe pas exclusivement sur les érytro- 
cytes de la lymphe péritonéale, mais aussi sur les globules blancs de 
cette lymphe, Or, sil en est ainsi, on coneoit & quel point les 
phénoménes qui ont lieu au dela de la cavité péritonéale sont 
sous la dépendance de cette répartition de l’hémolysine; on 
entrevoit également que le mécanisme qui préside & la genése 
de l’anémie, pourrait étre tout autre que celui dont parle 
M. Gruber, 3 

En effet, les recherches de Savtchenko tendent a prouver 
que les globules blancs ayant © fixé » la sensibilisatrice hémolytique, 


1, Il est & supposer que parmi les groupes moléculaires (groupes haptophores 
ou récepteurs Vaprés le conception de M. Ehrlich) qui, introduits dans un orga- 


‘nisme @oespice différente, engendrent une sensibilisatrice spécifique, il y en a 


quelques-uns qui n’existent pas exclusivement dans une seulecatégorie de cellules, 
mais sont repandus, quoique aun degré trés inégal, dans plusieurs espéces cellu- 
laires. Le nombre de ces groupes atteint son maximun dans la catégorie de cel- 
lules qui sert 4 immunisation, dans notre cas, les érytrocytes. Aussi, la cytotoxine 
obtenue a l'aide de ces érytrocytes se fixe-t-elle non seulement sur les hématies, 
mais aussi, quoique plus faiblement, sur d’autres cellules. La spécificité réside 
plutot dans tout Vensemble de Vespéce animale, que dans les cellules apparte- 
nant a tel ou, tel organe considéré en particulier. Voir & ce propos les recherches 
de y, Dungern. Miineh. med, Woch., 1900. 
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englobent plus facilement et plus rapidement les érytrocytes, que les 


mémes globules blancs normaux. Ce fait ressort également de 
Yexpérience que nous avons relatée plus haut, ot l’on voit que 
injection de cette hémolysine dans le péritoine des cobayes 
préparés détermine une forte érytrophagocytose de la part des 
macrophages. Or, ce processus pourrait également avoir lieu 
au dela de la cavité péritonéale; dans ce cas, la destruction des 
globules rouges pourrait fort bien s’opérer, sans qu’il soit néces- 
saire, comme le veut M. Gruber, de faire intervenir la cytase. 

A vrai dire, M. Savtchenko ne démontre pas que les leuco- 
cytes fixent réellement la sensibilisatrice hémolytiyue. Les 
expériences de ce savant prouvent tout simplement que les glo- 
bules blancs inflwencés par cette sensibilisatrice, phagocytent 
plus facilement les hématies. Nos recherches, ne laissant 
aucun doute sur la réalité de cette fixation, complétent les expé- 
riences de cet auteur et fournissent un point d’appui solide a la 
conception daprés laquelle V’anémie chez les animaux qui 
recoivent des hémolysines inactives, est due au moins en partie, 
a lérytrophagocytose. Nous reviendrons sur ce point dans le 
chapitre suivant. 

Résumé. — 1. L’introduction d’une dose donnée de sérum 
hémolytique inactivé dans le péritoine des cobayes neufs, déter- 
mine soit directement, soit indirectement (au moyen de la leu- 
cotoxine), une phagolyse dont la conséquence immeédiate est la 
mise en liberté d’une quantité variable de cytase, capable de 
réactiver une partie de cette sensibilisatrice. Il y a@ done réactiva- 
tion partielle au sein mme de la cavité péritonéale, chose dont 
M. Gruber ne tient pas compte, mais dont l’importance est telle 
que, si l’observation directe dont nous parlerons plus loin, ne 
nous autorisait pas d’enlever toute vraisemblance 4 l’hypothése 
de la liberté de la cytase dans le plasma, elle permettrait déja de 
considérer comme prématurées les affirmations de cet auteur, 
Eneffet, comment peut-on. en partant du simple fait que les animaux 
auxquels on administre dans le péritome des hémolysines inactivées, 
offrent de Vanémie et de Vhémoglobinurie, arriver a la conclusion que 
ces hémolysines sont réactivées par une cytase circulant a Vétat de 
liberté dans le plasma, si Von ge démontre pas au préalable que cette 
réactivation ne sopére pas déja dans le. péritoine, au moyen de la 
phagolyse ? 
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‘IL. L’introduction de l’hémolysine inactivée dans le péritoine 
des cobayes préparés ne détermine pas la phagolyse et par consé- 
quent elle n’est pas suivie dune réactivation de la sensibilisatrice. 


Ce qui prédomine, dans ce cas, c’est ’ér ytrophagoc ytose de la part 


des macrophages. 
: og aces 


LES PHENOMENES QUI ONT LIEU AU DELA DE LA CAVITE PERITONEALE 


Considérons tout d’abord les modifications que présentent. 


les cobayes neufs par rapport aux animaux préparés, lorsqu’on 
pratique une injection intrapéritonéale de 6 4 7c. c. de sérum 
hémolytique inactivé. Il résulte de nos nombreuses expériences 


que (ous les signes, tant ceux qui ont trait au taux des globules row- 


ges, que ceux qui se rapportent a la sécrétion rénale, sont plus accu- 


sés chez les cobayes préparés que chez les cobayes non prépares. Les 


animaux chez lesquels on a provoqué une leucocytose périto- 
néale plus ou moins forte, montrent en premier lieu une anémie 


plus précoce et plus accentuée, en second lieu une hémoglobi-— 
_nurie plus intense et plus durable. Voici quelques chiffres: 
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Si lon rapprocheles faits que nous avons enregistrés lorsque 
nous avons examiné ce qui se passe dans le péritoine, de la gra- 


_vité des signes provoqués par l’'administration de ’hémolysine, 
“nous arrivons & la conclusion que lanémie. et Uhémoglobinurie, 


ainsi que la destinée finale des animaux, sont en rapport direct avec 
la phagocytose et en rapport inverse avec la mise en liberté de la cytase 
dans la cavité péritonéale, ou, ce qui revient au méme, avec le degré 
de réactivation de cette sensibilisatrice. 

Ainsi, la cytase qui s’échappe des leucocytes lors de la pha- 
golyse provoquée par linjection, ne nous apparait pas comme 


jouant un role appréciable dans la genése de l’anémie et de ~ 


Vhémoglobinurie. Il n’en est pas de méme de l’érytrophagocy- 
tose; en effet 'englobement des globules rouges atteint son 


maximum chez les animaux préparés, c’est-a-dire la ot cette 


anémie et cette hémoglobinurie revétent une gravilé exception- 
nelle. A vrai dire, en établissant ce rapprochement, nous ne fai- 
sons que mettre en rapport de causalité deux ordres de phéno- 
ménes qui marchent, parallélement et rejeter un troisiéme ordre 


de faits, qui ne suit pas les mémes variations. Il est donenéces- | 
saire de pousser plus loin notre analyse, et voir si réellement 


Vimportance de la phagocytose dans la production de l’anémie 
et de ’hémoglobinurie est telle, qu’un simple examen sommaire 
nous permet de le supposer. 

Voici les résultats auxquels nous sommes arrivés: 


I. — La sensibilisatrice hémolytique introduite dans le péritoine est 
rapidement résorbée ; elle va se loger de préférence dans les organes qui 
normalement. servent a la destruction des hématies (en particulier 
la rate). 

On peut s’assurer de ce fait : 1° en recherchant la teneur en 
sensibilisatrice des divers organes prélevés chez un cobaye pré- 
paré, 3 4 4 heures aprés Vinjection intrapéritonéale de 7 c. c. 


de sérum hémolytique inactivé; 2° en examinant la teneur en. 


hémoglobine des extraits de ces organes. 


Experience E. — Un cobaye pesant 540 grammes recoit dans le péritoine 
10 c. c. d'eau physiologique. 18 heures apres l’injection, la lymphe périto- 
néale renferme une grande quantité de leucocytes poly. et mononucléaires. 


A ce moment on pratique une nouvelle injection de 6 c. c. de sérum hémoly- 


tique inactivé. L’animal est saigné 4 blanc 4 heures apres. On trouve une 
17 
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hypertrophie manifeste de la rate; l’organe a une coloration brun foncé. 
On triture la rate, ainsi que es poids équivalents de foie et de rein 

dans 5 ¢, c. d’eau physiologique. Apres 20 heures de séjour a la glaciére, on 

centrifuge et on apprécie la teneur en sensibilisatrice des liquides decuntées 


‘ 


SANG || CYTASE | ° <, + EXTRAIT 
| de cobaye de EAU). [EXTRAIT DE RATE ee alt de 
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=: 
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Expérience F. — On procéde de la méme facon que dans l’expérience pré- - 


cédente. On apprécie la richesse en hémoglobine des liquides décantés. 


Rate H=-+ + + (rouge fonee). 
Foie H=+ (rosé). 
Rein H= 0 (incolore). 


Les extraits d’organes provenant de cobayes normaux (rate et Bae ne 
renferment qu ‘ule quantité insignifiante d’hémoglobine. 


Il résulte de ces expériences plusieurs fois peopel; que des. 
trois organes examinés, dont un, le rein, est richeen sang, seuls le foie 
et surtout la rate renferment des quantités appréciables de sensibilisa- 
trice hémolytique. Ce dernier organe est le plus riche en hémo- 
globine et exerce le pouvoir dicublvant le plus intense vis-a- “Vis 
des érytrocytes de cobaye. 


II. — L’examen histologique montre que Vorgane splénique oi, 
comme nous Pavons vu, Ul sopere une accumulation de sensibilisatrice, 
est le siege une intense phagocytose des globules rouges. On voit sur 
des coupes de rate prélevée chez des cobayes préparés, sacrifiés 
4, 45, 20 et 40 heures aprés l’injection, que les macrophages 
englobent un nombre considérable dhématies. On constate de 
plus, soit sur des frottis suspendus dans du sérum artificiel, soit 
sur ces coupes, qu’aucune dissolution extracellulaire des globules 


rouges Wa liew. La phagocytose s’exerce vis-a-vis d’ érytrocytes ) 


qui ont conservé tous leurs caractéres normaux. . 

La conclusion: qui se pose est que dans le processus qui préside 
a la genese de Vanémie, il faut tenir compte de action directe des 
éléments lewcocytaires. Il en est de méme pour ce qui concerne 


\ 
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Vhémoglobinurie. En effet, comme l’observation directe nous l’a A 


-maintes [ois montré, les hématies incluses dans les macrophages res : 
ne tardent pas a a confluer et & se transformer dans des masses oe 
plus ou moins grandes de substance hémoglobinifére. La cellule age 
entiére s imprégne d’hémoglobine et l’on peut concevoir facile- : a 
ment comment cette hémoglobine, soit par simple diffusion, soit sis 
aprés l’éclatement des macrophages, peut se répandre dans le 2 ee 
i milieu environnant et passer dans Vurine. ee 
| Or, TOUS CES PHENOMENES, A SAVOIR D'UNE PART.LA RICHESSE EN a 
SENSIBILISATRICE ET EN HEMOGLOBINE DES ORGANES \HEMATOLYTIQUES, ‘e 
E D'AUTRE ‘PART ‘LA PHAGOCYTOSE DES HEMATIES DANS LA RATE, SONT DE ‘es 


BEAUCOUP PLUS ACOENTUES CHEZ LES ANIMAUX PREPARES QUE CHEZ LES 
cOBAYES NeuFS (voir planche III, fig. 1 et 2). Plus encore. chez ces 
animaux préparés, nous avons constaté dans le torrent circula- ; 
toire (sang puisé a loreille) des macrophages et des leucocytes 
polynucléaires renfermant des globules rouges. Cette phagocytose 
s’exerce done non seulement dans les organes, mais aussi dans la ia 
circulation générale (voir planche IV, fig. 3). | aie 
Il résulte de ces faits que [’intensité et la marche de Vanémie et : 
2 deVhémoglobinurie sont proportionnelles au degré de phagocytose intra- i 
4a splénique, et non pas a la réactivation intrapéritonéale de la sensi- 
bilisatrice. L-importance de la cytase que la phagolyse met en 
liberté dans le péritoine devient pour ainsi dire nulle. En est-il 
de méme de la cytase supposée libre dans le plasma circulant? Voge 


III. — Nous avons vu que la conception d’aprés laquelle le ia 
plasma circulant renferme de la cytase libre et capable d’agir, | 
est incompatible avec lexistence, chez nos animaux, de la com- ent 
binaison suivante : ‘ 

Plasma incolore, renfermant de la sensibilisatrice -- globules Be 
rouges sensibilisés. i 

On ne peut pas eoncevoir, en effet, d’aprés cette conception, 
qu’a un méme moment, des globules sensibilisés puissent exister . 
dans un plasma contenant de la sensibilisatrice, sans qu'une 
dissolution plus ou moins compléte de ces globules ait lieu, et ae 
sans que ce plasma ne renferme au moins des traces d’hémo- 
globine. La cytase supposée libre dans le plasma ne doit pas 
tarder 4 réactiver la sensibilisatrice fixée sur les érytrocytes et 
déterminer la dissolution de ces érytrocytes. 
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Or, voici ce que l’expérience permet de constater : 


Experience G. — Cobayes A (P = 428 grammes) et B(P = 500 grammes), 
 Bregoit dans le péritoine 10 c. c. d’eau physiologique. 18 heures apres, on 
_ pratique chez ces deux cobayes une injection intrapéritonéale de 7 c. c. 
_ sérum hémolytique inactive. Les animaux sont gay a blanc, quatre tag 
“apres Vinjection. 


Le sang des deux animaux sert a a préparer le plasma (tubes ae ee | 2 


méthode de Gengou) et a obtenir le sérum, aprés coagulation de ce sang IN 
toro, et séjour & la température de la chambre (A7 heures). 
On constate : 1° Que le plasma obtenu par centrifugation wee ascii e 
apres la saignee, est incolore ; 
- 20 Que le serum, renfermant de la cytase mise en liberté pendant la coagu- 
lation, est coloré, et que la coloration du serum B est plus intense es celle du 
 sérum A; 
3° Qwun sérum provenant dun cobaye | normal, préparé de la méme 
- maniére, est incolore.. : 
Voici la teneur en sensibilisatrice de ces sérums et des globules rouges 
lavés, provenant des cobayes A et B. © ‘ 
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CYTASE DANS LE 


PLASMA DU SANG NORMAL. 


fae 


PLASMA DU COBAYE A (NON PREPARE) 
1 ate ee Rau 
de cobaye Plasma. , de yt hee Résultat * | 
50/0 cobaye. physiologique . 
| eee ee eee 
HO ON Gat Ge 5 0,5 . 0,5 Nul 
0.5.2 1,0 0,5 | 0 trace 
PLASMA DU COBAYE B (PREPARE) 
Sang Cytase E 
de cobaye Plasma. de ee Ads Résultat. 
5 0/0 cobaye. physiologigue . 
ry —_—_—_—_——— ee 
OS enc 0,5 0,5 0,5 Beaucoup 
v5 — 1,0 0,5 0 = ; 
SERUM DU COBAYE A (NON. PREPARE) 
Sang Cytase rae 
de cobaye Sérum de in einIGel 5 Résultat. i 
50/0 : cobaye. MS eae ence ee 
OS dete. 0,1 0,5 eA Nul 
0,5 = 0,5 0,5 } 0,7 = 
05 — 1,0 0,5 0,2 _trace 
A 
SERUM DU COBAYE B (PREPARE) 
Pane Gan eA eS ee 
| Sang Cytase ~ 
| de cobaye Sérum de ar enon ae Résultat. 
cobaye. pay eh ee 
OA 0,5 shes! Trace. 
0.5 0,5 e Divd Partiel. 
1.0 0,5 0,2 J 7 a 
HEMATIES DU COBAYE A + CYTASE 
——— rr 
Sang Cytase Eau ; | 
de cobaye A. de cobaye. physiologique. Résultat. 
4 goutte. 0.5 0.5 Trace. 
4. = 1,0 1) : eu 


HEMATIES DU COBAYE B-+ CYTASE 


Sang Cy tase Eau A 
de cobaye B. de cobaye. physiologique. Resultat, 
py es ee 
1 goutte. 0,5 _ 0,5 Trace. 
1 — 0,4 0) Partiel. 


‘ 


HEMATIES D’'UN COBAYE TEMOIN + CYTASE 


SANG Cytase EAU Beealtate 
de cobaye N. de cobaye. ‘ physiologique. 
ties ees 
4 goutte. 0,5 0.5 Nal. 
ys 1,0 0 fs 


* Dans toutes ces expériences on a ajouté un excés de ‘cytase. Les résultats ont été enre- 
~ gistrés aprés 12 heures de séjour au thermostat. ’ 
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Donc lorsqu’on examine le plasma et les hématies des cobayes _ 


sacrifiés 4 heures apres l’injection iptrapéritonéale d’hémolysine 
inactivée, c’est-a-dire & un moment ow cette hémolysine a été 
résorbée en grande partie’, etov les organes hématolytiques. (la 


rate) renferment de la sensibilisatrice et sont le siege dune 


érytrophagocytose intense, voici ce que l'on constate: 

1° Le plasma est dépouron @hémoglobine ; 

2° Le plasma contient de la sensibilisatrice ; 

30 Une partie des érytrocytes qui flottent duns ce plasma. ont fixé 
ectte sensibilisatrice ; 

—— -&° La richesse du plasma et des globules rouges en sensibilisatrice 
est plus grande chez les cobayes préparés que chez les témoins. 

Par conséquent, si quatre heures apres lunjection, les globules 
sensibilisés ne se dissolvent pas 1x vivo, pour céder leur hémoglobine 
au plasma, cest que ce plasma est dépourvu de cytase capable @agir. 
ou qu'il wen contient que trop pew, ce qui revient aw méme*. 

_ On peut objecter a cette conclusion : 
4° Que lorsqu’une dissolution extra-cellulaire des hématies a 


dieu dans le torrent circulatoire, le plasma (méthode de Gen- 


gou) ne doit pas forcément contenir de Vhémoglobine; 

2° Que l’hémoglobine, une fois mise en liberté dans ce plasma, 
est rapidement et intégralement éliminée par le rein, 

Ces objections peuvent étre facilement écartées. Il suffit pour 
cela d’examiner le plasma des cobayes sacrifiés peu de temps 
apres avoir pratiqué a ces animaux une injection intravasculaire 
de 0,6 ¢.¢. hémolysine inactivée. On constate alors que parallé- 
lement 4 l’hypoleucocytose et a la phagolyse * 
constamment a la suite de cette injection, la cytase Jeucocytaire 
est mise en liberté. Cette cytase réactive la sensibilisatrice fixée 
sur les hématies circulantes et détermine la dissolution d'une 


partie de ces hématies. Or, dans ce cas, le plasma obtenu suivant 


lia méthode des tubes paraffinés renferme de Uhémoglobine. 


. Cette résorption a été constamment plus précoce chez les animaux pré- 


aaa que chez les cobayes témoins. 


2. Cette expérience montre également que * Pinjeetion de Vhémolysine ne 


détermine pas, comme l’a supposé nouvellement M, Gruber, la mise en liberté 
de la cytase. 


3. Cette phagolyse et cette leucopénie se sont montrées constantes dans nos 


expériences. La préparation des animaux n’empéche que trés difficilement leur. 


apparition. 
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Quant a la seconde objection, & savoir que le plasma ne ren- . 
ferme pas d’hémoglobine, pour le motif que cette hémoglobine 


oa i . . yt 1 . . ‘ . > r 
sélimine intégralement par le rein au fur etd mesure qu'elle est 
mise en liberté, elle tombe devant le fait que le contenu vésical des 
cobayes sacrifiés @ la 4° heure, ne renferme la moaindre trace de 


ceite substance. Or, il suffit que ce principe colorant existe & une 


concentration donnée dans le plasma, pour qu'il apparaisse 
dans l'urine. En effet, si chez les animaux qui regoivent dans la 
circulation générale 0,6¢. c. dhémolysine inactivée, on ouvre la 
vessie 8 un moment ot le plasma contient de l’hémoglobine, 


on constate que l’urine a une couleur rouge plus ou moins pro- — 


noncée. 

Ces objections une fois écartées, les recherches exposées plus 
haut permettent de conclure que le plasma circulant ne renferme 
pas la cytase hémolytique a Uétat de liberté, et que par conséquent, 
la réactivation de la sensibilisatrice introduite dans le péritoine ne 


_ peut pas s opérer dans le torrent circulatoire. 


x at 
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S’il en est ainsi, la conclusion de M. Gruber se trouve en 
désaccord avec les trois desiderata que Von déduit nécessaire- 
ment de cette conclusion. Le mécanisme qui préside a la genése 
de Panémie et de l’hémoglobinurie, se réduit a ceci : 

La sensibilisatrice hémolytique introduite dans le péritoine ren- 
contre les leucocytes de la lymphe péritonéale et les globules rouges 
qui préexistent dans cette lymphe ,ouquiarrivent immédiatement apres 
Vinjection, par suite de Vhémorragie occasionnée par cette injections 
Une partie de cette sensibilisatrice se fixe sur ces leucocytes et sur ces 


- hématies ; une autre partie, et la plus considérable, reste libre. Si la 


phagolyse a lieu, la ¢cytase mise en liberté par les globules blancs 
détériorés réactive ia sensibilisutrice fixée sur les globules blanes et 
sur les érytrocytes : il y a leucolyse et hémolyse. Si Von a soin 
Wempécher cette phagolyse, on assiste exclusivement au phénomene de 
Vérytrophagocytose. 

La partie de la errs ice restée libre, passe dans e circula- 
tion générale. La, elle se répartit entre les érytrocytes et les leuco- 


"cytes circulants, le plasma et les macrophages de la rate et peut-etre 


aussi ceux du foic. La cytase wétant pas a Vétat de liberté dans le 


vel 
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sensibilisés. Aw contraire, on peut coustater qu'un certain nombre de 


du sang. La sensibilisatrice accumulée dans la rate agit imdirecte- 
ment sur les érytrocytes qui traversent cet organe : elle détermine une 
: forte érytrophagocytose, qui s opere aw moyen des macrophages. Cette 
érytrophagocytose splénique est, sinon la seule cause, du moins la 
principale des causes qui président & la genése de Vanémie et de Uhé- 
moglobinurie, chez les individus auxquels on administre, par voie 
— intra-péritonéale, des hémolysines inactivées. 
Nous accomplissons un précieux devoir en remerciant ici 


ce travail. | 
-LEGENDE DES PLANCHES III ET IV 


L’animal a recu dans la cavité péritonéale 6 c. c. d’hémolysine inactivée. Il a cté 
sacrifié 48 heures aprés linjection. Pas d’hémoglobinurie; anémie légére. 
‘ Pérytrophagocytose est peu marquée. : ' "ait 
S, sinus avec m, M’, macrophages renfermant un globule rouge et du 
pigment; m’, macrophage & protoplasma basopbile; m", monucléaire pigmento- 


Fixation au sublimé, coloration au bleu de methyléne-cosine-orange.) 

Fig. 2. Coupe de rate provenant Wun cobaye prépark. — L’animal a recu 
dans la cavité péritonéale 6 c. ¢. d’hémolysine inactivée. Il a été sacrifié 
48 heures aprés Vinjection, Hemoglobinurie, anémie trés accentuée, 

Lérytrophagocytose est de beaucoup plus prononcée que ches le cobaye 
témoin (fig. 1). ° ‘ : 

S, sinus avec m’, macrophage bourré d’érytrocytes, et m”, cellule pigmentophore; 
M, macrophage a protoplasma basophile; @”, trabécule. 

S', sinus avec m', macrophage renfermant deux globules rouges entiers, et 
plusieurs stromas dépourvus @hémoglobine. , 

S", sinus avec 4’, macrophage contenant du pigment dans une vacuole; n, 
normoblaste. (Méme coloration). ; 


Piancue IV. — Figure 1. Exsudat péritonéal d'un cobaye Non prévari, ayant 


» Lérytrophagocytose est, pour ainst dire, nulle. 

m,m", macrophages renfermant un polynueléaire et un globule rouge ; m’, gros 
mononucléaire contenant une masse brune; (pigment?) p, polynucléaire pseudo- 
éosinophile; e, érytrocyte (chaleur, triacide). 

Fig. 2. Exsudat péritonéal dun cobaye prépark, ayant recu dans le péritoine 
6 c. c, d’hémolysine inactivée. 20 heures apres l’injection, a 

Lérytrophagocy tose atteint son maximum. . 

M, macrophage ayant phagocyte plusieurs hématies et leucocytes polynu- 
cléaires. —» 

En A on voit la masse hémoglobinifere de ces hématies confluer autour du pro- 
toplasma granuleux des polynucleéaires, 

p, leucocyte pseudo-éosinophile ayant englobé un globule rouge. 


circulation générale dun cobaye préparé (sang puisé d Voreille), Ces cellules 
ont englobé des hématiese 


plasma, il n'y a pas de dissolution extracellulaire des érytrocytes 


glibules rouges sont englobés par les macrophages et les microphages: 


M. Metchnikoff, des conseils qu'il nous a prodigués au cours de. 


Puancue Il. — Fig. 1. Coupe de rate provenant d’un cobaye NON PREPARE. — — 
g. P ry 


phore. M, macrophage renfermant trois érytrocytes. tr, trabécule ; x, normoblaste. | 


recu dans le péritoine 6 c. c. d’hémolysine inactivée. 20 heures aprés linjection, 


Figure 3. Un macrophage (m) et deux polynucléaires (p) provenant de la 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 


DE LA PIROPLASMOSE CANINE 


Par MM. NOCARD, p’Arrort, ET MOTAS, pe Bucnarest. 


4 


L’un de nous a publié, ’an dermer, avec M. Almy', une 
observation dhémoglobinurie du chien, qu'une étude attentive 
avait permis de rattacher ala présence d’hématuzoaires (piro- 


plasma) analogues a ceux de la fiévre du Texas; du sang de ce_ 


chien, injecté dans la jugulaire d’un chien neuf, lui avait donné 
la maladie ayec tous les caractéres qu'elle pr4sentait chez le 


premier. Cette observation a été le point de départ des recherches — 
expérimentales qui font objet de ce mémoire. Elle n’est d’ail- 


leurs pas restée isolée; depuis, nous avons pu étudier, a la cli- 
nique d’Alfort, 7 nouveaux cas semblables: 5 dans le service 
du professeur Almy qui en a publié observation *;les 2 autres, 
dans le service du professeur Cadiot, sont encore inédits. 

La piroplasmose canine n’est done pas absolument rare en 
France * et la similitude de l’évolution de la maladie naturelle 
et de la maladie expérimentale donne a ce travail un réel intérét 
pratique. ms 

La maladie parait exister également en Italie, Piana et 


- Galli-Valerio ont décrit et figuré le parasite qu’ils ont observé 


1. Nocard er Atmy, Une Observation de piroplasmose*canine, Bulletin de /a 
Société centrale de médecine vétérinaire, 1901, p. 192. 

2. Aumy, Nouveaux cas de piroplasmose canine, /bidem, 1901, p. 375. 

3. M. P. Lestanc, dans une courte note présentée a la Société de Biologie, le 
20 janvier 1900, dit avoir vu, dans le sang d’un chien atteint diictére infectieux, 
de nombreux hématozoaires, « libres dans le plasma ou fixés sur les globules », 
ll est probable qwil a eu affaire & un cas de piroplasmose; mais la description 
qu il fait du parasite est si bréve et si peu précise qu’on ne saurait Vaffirmer. 
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sur deux chiens, l’un ictérique, l’autre anémique '; ils signaldnt 
son analogie avec celui de la fidvre du Texas; mais il ne semble 
pas que ces auteurs aient poussé plus loin leurs recherches, car 
ils n’ont rien publié depuis cette premiére note. 

Celli? rapporte que l’ona observé dans la campagne romaine, 
sur des chiens venus de Lombardie, des hématozoaires sem-. 
blables & ceux décrits par Piana et Galli- Valerio. 

La. maladie parait plus fréquente en Afrique. R. Koch dit 
avoir. observée plusieurs fois pendant son séjour dans l’est- 
africain *. Marchoux l’avait déja vue au Sénégal; il a présenté a 
la Société de biologie ‘ des dessins de piroplasma observés dans 
le sang de onze chiens indigenes, qui paraissaient d’ailleurs en 
trés bonne santé. 

On la connait au Cap sous les noms de fiévre bilieuse, fievre 
malarique et surtout de jaunisse maligne. Duncan Hutcheon Va 
bien décrite en 1899, dans une courte note *, ow il insiste sur sa 
nature parasitaire, déja signalée par le D™ Carrington Purvis, et 
sur sa transmissibilité par inoculation du sang parasité quil a 


pu réaliser avéc le concours de Spreul. 


Un travail plus étendu de W. Robertson * confirme et. com- 
pléte au double point de vue expérimental et clinique les indi- 
cations de Duncan Hutcheon. | 

Enfin, un trés intéressant mémoire de Lounsbury 7, dont le 
travail de-Robertson donne le résumé, montre que la « jaunisse 
maligne » du chien, causée par un piroplasme analogue a celui 
de la fievre du Texas, se propage comme elle par lintermé- 
diaire d’un ixode spécial que le professeur Neumann de Toulouse 
a déterminé, ’ Hamaphysalis leachi (Audouin). 


ETUDE CLINIQUE DE LA MALADIE 
La piroplasmose canine présente, au point de vue clinique, 


1. Prana et GAtcr VaLerro, Su di un’ infezione del cane, con parasiti endoglo- 
bulari nel sangue. Moderno sooiatro, 1895, n° 9). 

2): GELLI, La Malaria, secondo le nueve ricerche, 2° dition, Roma, 1900, p. 31. 

a kts Koa, Reiseberichte uber... Texas fever..., Berlin, 1898. 

4. Marcnovx, Bulletin de la Société de Biologie, 1900, 27 janvier. ee 

5. Duncan Hurcngon, Malignant jaundice in Dog, Vétérinary Journal, 1899, 
p. 399. 

6. W. Ropertson, Malignant jaundice in the Dog, The Journal of compar. 
ase and Thérap., décembre 1901, page 327. 

Lounssury, Transmission at malignant jaundice of the Dog, by a species 

of Te k, The Journal agricultural, Cape Town, novembre 4901. 
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deux formes bien distinctes; dans l’une, l’évolution est rapide et. 
presque toujours suivie de mort; dans lautre, l’évolution lente. 
aboutit ordinairement a la guérison. 

1° Forme aigu’. — La maladie s’aceuse tout d’abord par 
Vinappétence et la tristesse. Le chien reste couché dans un 


eoin, insensible & ce qui l’entoure, sourd aux appels: de son - 


maitre. 2 i 

Dés ce moment, il a de la fiévre; sa température: s’éléve 
au-dessus de 40°, se maintient & un chiffre élevé pendant 2 ou 
3 jours, puis tombe brusquement au-dessous de la normale ; 


+ 


cu hen 


Fig. 1. Forme aigué. Injection intra-veineuse. 


elle peut s’abaisser jusqu’d 33°; parfois, mais rarement, la 
courbe thermique n’a pas cette régularité; la température, tou- 
jours élevée, a de grandes oscillations et la chute se fait lente- 
ment et graduellement; chez les trés jeunes chiens qui succom- 
bent trés vite a Vinfection, Vhyperthermie du début fait souvent 
défaut et, dés Vapparition des parasites intraglobulaires, la 
température s’abaisse jusqu’a la mort. | 

Pendant toute la durée de la maladie l’anorexie est compléte, 
le nez est sec et chaud; l’animal reste couché, replié sur lui- 
méme, l’ceil terne, insensible & toutes les excitations. 


Les muqueuses (ceil et bouche), d’abord pales, deviennent 


peu & peu violacées, puis légérement ictériques (dés que ’hypo- 
thermie est accusée). | 
Mais lictére n’est pas constant, et son intensité est trés 
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variable. Sur 63 cas & marche rapide, nous l’avons observé 


30 fois; dans les 21 autres cas, ee muqueuses sont restées plus | 


ou moins pales, avec, parfois, une teinte bleuatre peu accusée. 


Quand il y a de l’ictére, les sclérotiques et les téguments y 


participent comme les muqueuses. Le pouls est vite (120- 160 par 
minute), petit, filiforme, assez scuvent intermittent. La respira-~ 
tion acceélérée (36-48 par minute) est pénible, anhélante, et 
souvent, chez les jeunes, accompagnée de plaintes. 


» Fig, 2. Forme aigué. Iniection sous-cutanée. 


Dans quelques cas rares, il se manifeste des vomissements 
de matiéres muqueuses verdatres, parfois incoercibles. 
L’exploration de la poitrine ne révéle rien d’anormal. 


La palpation du ventre permet parfois de constater l’hyper- 


trophie de larate; mais cette lésion est loin d’étre la régle. 


La sensibilité générale est abolie; les malades ne répondent 


& aucune excitation; ils semblent ne pas s’apercevoir des opé- 
rations qu’on leur fait subir. 
Dés le début, la marche est génée, pénible, titubante, surtout 
dans le train poeettenn, puis il survient de la parésie; les 
chiens ne se relévent qu’avec peine, tombent souvent quand on 
les force & marcher; enfin pendant la période d’hypothermie la 
paraplégie est presque absolue. A l’approche de la mort, l’ani- 
~ mal tombe dans le coma; ils’éteint doucement, sans agitation. 


’ 


” 
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_ Une seule fois (chien n° 29) nous avons observé de véritables 
convulsions télaniformes et l’animal est mort en opisthotonos 
avec contraction de tous les muscles. | 

Dés lapparition des premiers symptémes, méme lorsqu’on 


ne voit aucun parasite, [urine est albumineuse et le restera 


jusqu’a la mort: la quantité d’albumine augmente avec le 
nombre des parasites. 

Souyent elle est rose, rouge foneé, ou noire comme du marc 
de café; cette coloration n’est pas due a la présence de sang en 
nature, car jamais on ne trouve de globules rouges dans 
Purine; il y a hémoglobinurie et non hématurie ; lhématospec- 
troscope de Hénocque y montre les 2 bandes qui caractérisent 
Poxy-hémoglobine. La quantité @hémoglobine peut atteindre 
jusqu’a 3 1/2 0/0. . 

La crise hémoglobinurique commence d’ordinaire peu aprés 
lV'apparition des parasites endoglobulaires; dans les cas suraigus, 
chez les trés jeunes chiens notamment, elle persiste jusqu’a la 
mort; on trouve a l’autopsie la vessie distendue par une urine 
noire comme du jus de pruneau. 

Quand la maladie dure un peu plus longtemps, I’hémoglobi- 
nurie disparait et lurine redevient jaune foncé, parfois nette- 
ment ictérique. ) 

L’hémoglobinurie n'est pas constante : sur les 6 vas observés 
par MM. Nocard et Almy, elle n’a été notée que 3 fois; mais, 
comme elle est parfois trés fugace, il est possible qu'elle soit 
passée inapercue. 

‘Sur les 63 chiens qui sont morts entre nos mains aprés ino- 
culation, 43 ont eudel’hémoglobinurie plus ou moins intense et 
durable. 

Les réactions de Gmelin et de Craft montrent dans l’urine la 
présence du pigment biliaire, surtout dans les cas qui s’accom- 
pagnent @ictére ou d’hémoglobinurie ; la réaction de l'urine est 
acide; une seule fois nous l’avons trouvée alcaline et deux fois 
neutre; parfois, mais rarement, il existe de la polyurie. 

Le sang se modifie profondément; il est pale comme s’il avait 


été mélangé d’eau; la coagulation est plus tardive, le caillot est 


plus mou et moins foncé que d’ordinaire ; le sérum est de teinte 
rouge foncé; lintensité de la coloration du sérum est variable ; 


mais elle augmente rapidement avec le temps; il semble que la 


d 
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fragilité des globules, déja notable chez le chien sain, augmente 


~ eonsidérablement sous l’influence dela maladie. Dans les formes 


subaigués, quand la crise hémoglobinurique a fait place a 
Victére, le sérum exsudé du caillot a une teinte jaune trés ener 
avec, patfois, un reflet verdatre. 

Lorsqu’on a recueilli du sang dans une éprouvette au fond 
de laquelle ona déposé quelques gouttes d’une solution de citrate 
de potasse pour empécher la coagulation, les globules s’accu- 
mulent au fond du récipient ot ils forment une masse de couleur 
violet foneé, dont la hauteur mesure a peine le 1/5°, le 1/10° et 
parfois le 1/15° de la hauteur du plasma. — 

_ Lanumeération des globules permet d’apprécier la destruction 
globulaire considérable qui s’est produite. Chez le chien sain, le 
nombre des hématies varie entre 6,500,000 et 7,000,000 (procédé 
Malassez). Dés lapparition des premiers symptomes, le chiftre 
des globules diminue lentement et régulitrement; puis, au 
moment de la crise hémoglobinurique, il tombe brusquement a 
2 millions et au-dessous. Le taux de l’hémoglobine s’abaisse 
parallélement de 12-13 0/0 46,4 et 3 1/2 0/0. 

Au contraire des hématies, les globules blancs augmentent 


de nombre; on en compte de 7 a 8,000 chez le chien sain; chez 


les chiens malades, ce chiffre est doublé, triplé ou quadruplé; 
nous en avons compté jusqu’a 40 mille (chien 59). 

L’augmentation porte presque exclusivement sur les poly- 
nucléaires; elle est plus accusée encore dans les formes lentes 
de la maladie. 

L’altération du sang ne consiste pas seulement dans la dimi- 
oution considérable du nombre des hématies; lorsqu’on examine 
une préparation de sang frais, ou colorée aprés fixation, on est 
frappé des dimensions différentes des globules rouges; il en est 
dont le diamétre est supérieur d’un tiers, de la moitié, ou des 
deux tiers 4 celui des globules normaux; ils paraissent aussi 
plus pales et ils fixent la couleur d'une fagon moins intense; on 
observe aussi sur. les préparations colorées un nombre anormal 
de globules nucléés, Ces altérations globulaires sont encore plus 
accusées dans les formes lentes. ' 

La forme aigué de la:‘maladie se termine ordinairement par 
da mort qui, survient du 3° au 40 jour aprés: l’apparition des 
premiers symptomes ; 
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2° Forme lente. — La forme lente se traduit surtout par 
Panémie profonde, la faiblesse musculaire, parfois de la fiévre, 
rarement par un peu d/hémoglobinurie ou Wictére. 
La fiévre, quand elle existe, ne se montre qu’au début de 
Vinfection; elle est toujours peu accusée et dure 2 ou 3 jours a 


peine; elle fait le plus souvent défaut; le plus souvent aussi, elle ~ 


passe inapergue, rien de grave dans l’état du sujet n’appelant 
Yattention du proprictaire; on ne la constate guére que dans la 
maladie expérimentale. Comme dans la forme aigué, elle 


-apparait de bonne heure, plus tot quand l’animal a été inoculé 


dans les veines que lorsqu’il a été inoculé sous Ja peau; la tem- 
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Fig. 3. Forme chronique. Type rémittent,— Injection intraveineuse. 


pérature dépasse rarement 40°, se maintient a ce chiffre 36 ou 
48 heures, puis revient a la normale; une fois pourtant nous 
avons observé une véritable fiévre quarte sur l'un de nos 
inoculés (chien n° 17). Le plus souvent la fiévre est insigni- 
fiante ou fait complétement défaut. 

L’anémie est le symptéme le plus constant de cette forme. 
Elle s’accuse par la paleur progressive des muqueuses, la non- 
chalance des animaux, qui restent volontiers couchés, indif- 
férents 4 ce qui les entoure, la diminution de l’appétit, ’'amaigris- 
sement, la faiblesse générale, la sécheresse de la peau, |’état 
terne des poils. Elle dure longtemps, de 3 4 6 semaines; puis, 
peu a peu, l’appétit et la gaité reparaissent, les muqueuses 
se colorent et l’animal reprend ses forces; la guérison est 
compléte en 6 semaines 42 ou 3 mois. 
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Si on examine Vurine dés le début de Vinfection, on y 
trouve ordinairement un peu. dalbumine, qui- ee en a 

20 jours. . Ae 

L’hémoglobinurie est tres rare; quand elle existe, elle ne 

dure guére que 1 ou2 jours; le plus souvent, Vurine reste 

jaune et limpide; parfuis cependant elle est sédimenteuse. Sa 

réaction est acide; une seule fois nous lavons trouvée neutre : 

Vurine contenait en méme temps beaucoup de sucre; mais il est 

probable que cet état de lurine n’avait. pas de rapport avec. one 
maladie qui nous occupe. 

L’examen du sang donne l’explication de l’anémie progres- 
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Fig. 4. Forme chronique. Injection intraveineuse. 


sive des malades : le nombre des globules rouges s’abaisse peu 
a peu jusqu’au-dessous de 2,000,000; dans un cas (n° 641) iln’en 
existait plus que 1,200,000 par millimétre cube. L’hypoglobulie 
-s'accuse surtout aprés la chute de la fiévre, et elle augmente 
encore aprés que les parasites semblent avoir disparu ou sont 
devenus trés rares; apres 25 a 30 jours, le nombre des globules 
augmente peu 4 peu, mais ce n’est guére avant 2 ou 3 mois qu i 
est revenu au chiffre normal. 

La perte en hémoglobine est beaucoup moins accusée que 
dans la forme grave, ot elle peut tomber 43 4/2 0/0; dans un 
cas ott le nombre des globules n’était que de 2,760,000, il exis- 
tait encore 9 1/2 0/0 d’hémoglobine. | ; 

Sur les préparations colorées, on observe, mieux encore 
que dans la forme grave, de grandes différences dans les 
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dimensions et la coloration des hématies; certaines ont 2 et 
3 fois le diamétre normal, et se colorent d’une fagon moins 
intense; on observe aussi, surtout au début de Phypoglobulie, 
heaweoun @hématies niupl des. 
Le nombre des globules blanes est toujours trés élevé, de 
a 30,000; dans un cas (n° 61) nous en avons compté jusqu’a 
54,000. L’hyperleucocytose porte également sur les mono- et 


les polynucléaires. Il est fréquent d’observer, dans les quelques» » 


jours qui suivent la période fébrile (quand elle existe), des 
leucocytes bourrés de globules rouges parasités; cette phagocy- 
tose, trés rare dans la forme grave de la maladie, est exclu- 
sivement mononucléaire. | 

A mesure que la guérison s’affirme, le nombre des globules 
rouges augmente, celui des globules blancs diminue, on ne 
trouve plus que de rares globules rouges nucléés; en revanche, 
on observe de nombreux amas d’ Hemistob lasting: 


LE PARASITE 


Quelle que soit la forme de la maladie, l’examen du sang per- 
met d’y constater la présence d’un hématozoaire endoglobulaire, 
trés proche parent de celui qui cause la fiévre du Texas. 

Trés abondant dans les formes rapides de la maladie, il est 
parfois, dans les formes lentes, trés difficile 4 mettre en Bienen ; 
on y parvient cependant en examinant systématiquement le sang 
de la circulation capillaire, plésiouns jours de suite, s'il est 
besoin. ) 

La recherche du parasite, en vue du diagnostic, est des plus 
simples ; on dépose sur une lame bien propre une trés petite 
gouttelette de sang obtenue par piqtre de la peau de Voreille; 
on V’étale en couche aussi mince que possible a l’aide d’une autre 
lame dont on fait glisser le bord rodé sur le plat dela premieére ; 
on séche rapidement a lair ; on fixe par l’alcool-éther ou par 
Valcool absolu; puis, quand le fixateur est complétement et 
spontanément évaporé, on dépose a la surface de la lame quel- 
ques gouttes dela thionine phéniquée de Nicolle. Si la thionine 
est bonne, un contact de 30 secondes est suffisant; on lave, on 
seche, et on examine a un grossissement de 500 a 600 diamétres, 
Les hématies sont colorées en vert pale; les parasites se mon- 
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trent sous forme de petits corps accusés par un contour trés net 
fortement coloré en bleu, avec. une partie centrale incolore ou 
dun bleu trés pale. (Pl. V, fig. 1 : 

La plupart des globules infectés me contiennent qu’un 
parasite, volumineux et de forme ronde; mais on trouve aussi, 
surtout dans la forme rapide, des globules qui renferment 2, 4, 
6, 8, 12 et jusqu’é 16 parasites; ils sont alors plus petits, irré- 
s ealiars dans leur contour, polpedeiques, ou parfois, mais 
rarement, pyriformes. 

Le nombre des globules parasités est trés variable suivant 
la forme de la maladie et, dans chaque forme, suivant la période 
de l’évolution. Dans les formes aigués, pendant la fiévre ou aus- 
sitot apres, quil y ait ou non crise hémoglobinurique, les 
parasites sont en quantité considérable. Dans les formes lentes, 
ils sont si rares quils peuvent éehapper aux recherches de 
Yobservateur le plus habile. 

Dans ces cas difficiles, examen de la préparation doit por- 
ter sur le point ot se termine la couche de sang étalé. C’est 
la que l’on a le plus de chances de voir des parasites si le sang 


-en renferme. C’est donc une bonne précaution de ne déposer 


sur la lame qu'une trés petite gouttelette de sang, de fagon que 
la couche trés mince qu'elle va former aprés étalage ne s’étende 
pas jusqu’a l’extrémité de la lame, 

Si on veut étudier Ja structure et l’évolution du parasite, il 
faut recourir.a des procédés de coloration plus complexes et y 
joindre |’examen du sang a l'état frais. 

Les procédés de coloration de Romanowski, Vasielewski et 
surtout celui de Laveran donnent de bons résultats; mais ils 
sont d’un maniement délicat et, souvent, ils laissent a la surface 
de la préparation des précipités de matiére colorante qui nuisent 
a la netteté des figures et peuvent préter a la confusion. 

_ Aprés beaucoup de tatonnements, nous avons réussia obtenir 
d’excellents résultats du procédé ci-aprés qui n’est d’ailleurs 
qu’une modification de celui de M. Laveran.. 


Les lames, préparées comme il est dit ci-dessus, sont fixées par immer- 


‘sion dans l’alcool absolu pendant {1 heure au moins; aprés évaporation 


compléte et spontanée de l’alcool, on les dépose, la face enduite en dessous 


ala surface d’une mince couche de matiére colorante obtenue ainsi qu’il 


suil : 
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Eosine d’Heechst (marque extra B. A.) solution 40,5 pour mille: 10 c. «. 

Thionine phéniquée de Nicolle, 4 c. c. 

Bleu Borrel a l’oxyde d'argent, 1 sol. sat. 2 gouttes. 

Ces 3 solutions doivent étre filtrées avant d’étre mélangées, mais il ne 
faut pas filtrer le mélange. 

Les préparations déposées & la surface du liquide colorant (sans que la 
face de la lame soit au contact du fond du récipient) y séjournent pendant 
4 heures au moins; il n’y a pas d'inconvénients a les y laisser pendant 
12-24 heures. 

Aprés ce temps, on les lave copieusement sous un courant d’eau; puis on 
les traite, pendant 30 secondes a 1 minute, par le tannin orange de Griibler 

-gu’on y laisse tomber goutte a goutte. On lave de nouveau, on séche et on 
monte dans le baume. L’action du tannin orange est précieuse, non pas seu- 
Jement parce qu'il différencie nettement l’hématie du parasite qu’ellerenferme, 
mais surtout parce qu’il semble détacher et faciliter l’entrainement des 
précipités de matiére colorante qui avaient pu se déposer sur la préparation. 

Les préparations ainsi colorées facilitent beaucoup l’étude du parasite. 


Tandis que son protoplasma est coloré en bleu pale, son noyauw a pris une 


teinte rouge carmin trés intense : le tout tranche de la facon Ja plus nette 
sur la coloration orange des globules rouges. 


Le méme procédé de coloration donne d’excellents résultats pour l’étude 


des tissus; les coupes (obtenues aprés fixation au sublimé acide, durcisse- — 


ment dans ‘a série des alcools, et enrobage dans la paraffine) sont fixées 
sur lame, traitées pendant 15 4 20 minutes par le mélange colorant ci-des- 
sus, lavées sous un courant d’eau, soumises pendant 40 4 45 secondes a 
Yaction du tannin orange, lavées de nouveau, déshydratées par lalcool 
absolu, éclaircies par le toluéne ou le xylol et montées au baume. Les preé- 
parations ainsi obtenues sont d’une admirable netteté. 

Le procédé est également applicable a l'étude des trypanosomes (du rat, 
de la dourine ou du nagana); il donne les mémes résultats excellents. 


Lexamen du sang al état frais permet de se rendre compte des 
changements de forme du parasite sous l’influence des mouve- 
ments amoeboides qu'il exécute a l’intérieur des globules. Cet 
examen ne donne de résultats vraiment utiles qu’a la période 
fébrile, ou aussit6t aprés la chute de la température. C'est seu- 
lement A ce moment que de nombreux parasites sont doués de 
mouvements et quils se multiplient activement. 

Pour étre fructueux, cet examen doit étre fait & la chambre 
chaude et porter sur un mélange dé de sang et d’humeur aqueuse 
ou de liquide physiologique, déposé en goutte suspendue a la 
face inférieure d’une lamelle reposant sur une lame creuse. 

L’emploi d’un objectif & sec (n° 9 de Verick) sans éclairage 
Abbé est préférable; on peut cependant utiliser aussi les objec- 
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tifs & immersion homogéne avec éclairage Abbé, a Ta condition 
de diaphragmer fortement. — , 


Les globules infectés sont plus grands, plus pales que les 
autres; l’hématozoaire apparait comme une petite masse irré- 


euligrement arrondie, dont le contour est trés foncé et le centre 


~ fortement réfringent. 


Dans la steitnh ee chaude, on voit aisémeat le parasite chan- 
ger de forme; son contour devient irrégulier; des prolonge- 
ments se forment qui se dirigent en s’effilant vers la périphérie 


du globule, puis se contractent pour se réunir de nouveau la 


masse centrale du parasite; assez souvent, on observe ainsi 2 
ou 3 pseudopodes procédant manifestement du parasite; ces 
mouvements sont parfois assez rapides pour faire pirouetter sur 
lui-méme le globule infecté. 

En d’autres cas, ot: le parasite Sos contracté en une 
masse globuleuse, immobile au centre de P’/hématie, on voit de 
trés petits corpuscules trés réfringents et doués de mouvements 
trés vifs, qui semblent tourbillonner autour de lui. Nous 
ignorons la nature et la signification de ces granulations. 

-Trés vite aprés la période fébrile, les hématozoaires sem- 
blent perdre leurs propriétés amceboides; ils restent immobiles 
au centre du globule infecté sous forme d’une masse arrondie. 

I] existe parfois dans le plasma des parasites en liberté, soit 
parce qu’ils ont réussi 4 sortir du globule, soit plutot parce que 
le globule qui les renfermait a été détruit, L’examen a I état 
frais permet difficilement de les distinguer des granulations 
protéiques, débris cellulaires ou autres qui sont en suspension 
dans le plasma. On y réussit pourtanl en diluant le sang & exa- 
miner dans du liquide physiologique légérement teinté de bleu 
de méthyléne; les parasites prennent une légére coloration 
hleue qui permet de les différencier du Probus asia globulaire 
ou de ses débris demeurés incolores. 

Ce procédé facilite aussi l'étude du parasite intra-globulaire, 
qui se colore légérement sans cesser de se mouvoir. Ces résul- 
tats de ’examen a l'état frais donnent l’explication de la grande 
diversité de formes qu’affecte le parasite sur les préparations 


-colorées. 


Au début de la maladie, on n’observe en général qu’un 
seul parasite dans chaque globule infecté; il est volumineux et 
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arrondi; un peu plus tard les globules parasités sont plus nom- 


breux et beaucoup contiennent plusieurs parasites. 

Crest alors que lon peut observer des hématozoaires pyri- 
formes, soudés ou non par leur extrémité effilée ; mais la 
forme en poire est toujours trés rare. 

Vers la fin de la période fébrile, ou tout aussitét apres, 
apparaissent les formes ameeboides les plus variées; les héma- 
tozoaires sont polyédriques, ou allongés, ou comme ramifiés ; 
leur contour est hérissé d’aspérités, ie asbudapodes parfois trés 
fins et simulant des flagelles ondulés ou contournés (fig. 5). 

Dans les formes lentes, apres la période fébrile, les parasites, 
irréguliérement arrondis, semblent plus petits ; il est rare qu’on 
en trouve plusieurs dans le méme globule. 

Les préparations faites, aussit6t aprés la mort, avec le sang 
des capillaires des parenchymes, montrent un nombre plus con- 
sidérable de globules infectés; les parasites y sont aussi plus 
petits que dans le sang de la circulation générale et presque 
tous ronds. 


Le volume de I’hématozoaire ne varie pas seulement suivant 


la période de la maladie, mais aussi suivant l’age du malade ; #1 
est plus gros chez les trés jeunes chiens, au point d’occuper 
parfois plus de la moitié de la surface globulaire; chez les 
adultes, il est beaucoup plus petit et, vers la fin de la maladie, 
on le croirait réduit & son noyau autour duquel le protoplasma 
condensé ne forme plus qu’une sorte de mince couronne. 

Les parasites libres paraissent plus volumineux que ceux 
qui sont intraglobulaires. 

Le parasite est constitué par une masse . protoplasmique 
pourvue d’un noyau (caryosoéme ou centrosome). 

La matiére protoplasmique parait condensée ala périphérie 
qui fixe fortement les matiéres colorantes et simule une mem- 
brane d’enveloppe; la partie centrale hyaline ne renferme 
aucune granulation colorable par les méthodes usitées. | 

Le noyau préside aux phénoménes de multiplication du 
parasite; notre méthode de coloration le colore fortement en 
rouge carmin, tandis qu’elle colore en bleu le protoplasma. 

La forme et la situation du noyau varient beaucoup ; pen- 
dant la période fébrile, les parasites, de forme ronde, ont leur 
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noyau allongé et excentrique ; il longe le bord de Vhématozoaire 
sur une étendue égale au 1/5° environ de son contour. 

Dans le sang des parenchymes, toujours plus riche en héma- 
tozaires que celui de la circulation générale, le parasite est plus 
petit et affecte surtout la forme ronde; le noyau en occupe le 
centre; & son voisinage immédiat le protoplasma semble raréfié, 
li s’y colore moins qu’a la périphérie. Cet aspect particulier 


_s observe, identique, dans le sang de la circulation générale pré- 


levé aprés la mort ou dans le sang recueilli avant la mort, mais 
conservé depuis quelques jours a la cave. 


La multiplication de Vhématozoaire se fait par division 
directe (bipartition). C’est pendant la période fébrile qu’elie est 
la plus active. Le sang de la circulation générale n’est pas favo- 
rable pour l’étude de ces phénoménes; la division s’y fait trop . 


vite, d’une facon irréguliére, désordonnée si l’on peut dire, 


(fig. 6). Au contraire, dans le sang des capillaires des organes 


(foie, reins, moelle osseuse), la division se fait lentement, régu- 


hérement, et l’On peut y suivre toutes ses phases (fig. 7). 
Alétat normal ou « de repos », Phématozoaire est rond et le 
noyau, également arrondi, eu occupe le centre (1). Quand le 
parasite est sur le point de se diviser, le noyau s’allonge en 
méme temps qu'il s’éloigne du centre et gagne la périphérie de la 
masse protoplasmique (2); puis, 4 mesure que le noyaus’allonge, 
il s’6trangle en son milieu et bientdét la division s’achéve (3). 
Les 2 noyaux ainsi formés s’éloignent ensuite l’un de l'autre en 
longeant le contour du parasite, jusqu’a ce quils en occupent 
les poles opposés (4.5.6); en méme temps le protoplasma se con- 
densele long d'une ligne équatoriale, en sorte que chaque noyau 
semble occuper le centre d’une zone incolore ot le protoplasma_ 
se raréfie de plus en plus (7). Bient6t une échancrure apparait 


_ aux deux extrémités de la zone condensée (8) et, peu a peu, 


comme sous un effort de traction en sens inverse opérée par 
les 2 noyaux, les échancrures augmentent de profondeur au 
point de n’étre plus séparées que par une mince bande de 
matitre protoplasmique, qui maintient encore unis les 2 nou- 
veaux parasites, allongés en forme de poires (9,10,11); a ce 
moment les noyaux, jusque-la situés a la périphérie de Vorgane, 
se rapprochent du centre en s’arrondissant peu a peu. Une fois 
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la séparation achevée, le protoplasma reprend la forme globu- 
leuse qui semble bien étre état normal du parasite. 

Les parasites nouveaux se multiplient ensuite, suivant 
le méme processus, dans le méme globule qui peut contenir 4, 
puis 8 et jusqu’a 16 hématozoaires, 

Le globule ainsi distendu augmente de volume, puis il éclate 
en alee sorte, laissant en liberté dans le plasma les parasites 
néoformés, lesquels, grace & leurs mouvements amceboides, 
vont infecter de nouveaux globules, & moins qu’ils ne soient 
englobés et détruits par quelque phagocyte. 


Il parait arriver que l’un des hématozoaires: ainsi formés & ~ 


Vintérieur de ’hématie ne se multiplie pas & son tour ou ne se 
divise que tardivement. C’est ce qui explique qu’on peut trouver 
des globules renfermant 3, 6 ou 12 parasites. Mais dans l’im- 
mense majorité des cas, ce un globule renferme plusieurs 
parasites, ils sont en nombre pair. 

On rencontre parfois des hématozaires qui montrent sur leur 
contour de petites saillies arrondies, colorées comme le noyau 
en rouge carmin, comme si le parasite pouvait aussi se multi- 
plier par bourgeonnement. Mais le fait est trés rare et nous ne 
Vavons jamais constaté sur des préparations fraiches. 

Les parasites sont toujours beaucoup plus nombreux dans 
le sang des ecapillaires des parenchymes que dans le sang du 
coeur; c’est le rein qui renferme le plus de globules infectés, 
et c’est aussi dans le rein que le nombre des parasites contenus 
dans chaque globule est le plus considérable. Il est fréquent d’y 
voir des hématies renfermant 12, 44, 16 et 18 parasites (fig. 3). 

Viennent ensuite, par ordre de fréquence, la rate, le foie 
(fig. 2) la moelle osseuse, le poumon, le coeur, les ganglions, 
la muqueuse intestinale et les centres nerveux (fig. 9). 


ANATOMIE PATHOLOGIQUE 


Les lésions sont d’autant plus accusées que la maladie a 
duré plus longtemps. Souvent le cadavre est ictérique ; la teinte 


jaune, plus ou moins intense, peut aller jusqu’au jaune de 


chrome. . 
La rate est souvent hypertrophiée; elle a parfois 3 ou 4 fois 
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le volume normal et elle s’étend alors le long de l’hypochondre 


_jusque sur le sternum, Sa couleur, plus foncée, rougit au 


contact de l’air; sa consistance diminue, sans aller jusqu’au 
ramollissement; dans les formes rapides, ces modifications 
font défaut; en revanche les préparations obtenues par frottis 
sont trés riches en hématozoaires. 

Le foie, ordinairement gorgé de sang, est peu aoditie en 
apparence; il a parfois l’aspect du foie cardiaque ; le sang qui 
sécoule d’une section est toujours trés chargé en globules para- 
sités. La vésicule biliaire, d’ordinaire distendue, Hontana une 
bile épaisse, sirupeuse ou grumeleuse, de couleur vert foncé. 

La muqueuse digestive est rarement infiltrée et congestionnée 
au niveau du duodénum. 

Les.reins sont le plus souvent congestionnés a l’extréme ; 
la capsule se détache aisément, laissant voir un grand nombre — 


_ detaches pétéchiales de dimensions variables; sur la coupe, la 


couche corticale parait gorgée de sang et couverte d'un fin” 
piqueté hémorragique. Le sang qui s’en écoule est extrémement 
riche en parasites. 

Les powmons sont souvent parsemeés de petits foyers apoplec- 
tiques ; chez les tout jeunes animaux qui meurent si rapidement, 
c’est presque la régle d’observer de l’cedéme aigu du poumon, 
avec des spumosités abondantes et légérement.rougeatres, dans 
les bronches et la trachée. 

Le péricarde renferme un peu de sérosité sanguinolente ou 
citrine ; il n’est pas rare de voir de nombreuses taches pété- 
chiales, vers la pointe du coeur ou sous l’endocarde du ccour 
gauche. 

Les ganglions lymphatiques sont rarement altérés. | 

La moelle osseuse est presque toujours le siége d’une conges- 
tion intense qui lui donne l’aspect foetal; elle est molle, friable 
et renferme un grand nombre de globules parasités. 

Les centres nerveux ne présentent rien d’ acne sauf 
un peu de congestion des méninges. 

On retrouve a l’autopsie toutes les modifications du sang 
sur lesquelles nous avons déja insisté; le cceur et Jes gros vais- 
seaux renferment des caillots peu consistants, formés presque 
entiérement de fibrine, baignant dans un sérum rougeatre forte- 
ment chargé d’hémoglobine. 


Ae 
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L’étude histologique des organes montre que toutes ces eh - 
lésions procédent de l’extréme distension du réseau capillaire 
par des amas de globules dont la plupart sont gorgés de para- 
sites. 7 

PRODUITS VIRULENTS. — MODES D’INOCULATION, — INCUBATION. — es 
RESISTANCE DU VIRUS. Baa 

Tee 

eee? 

Le parasite existe dans le sang; tous les tissus vasculaires ae 
peuvent done donner la maladie. C'est surtout le sang que ae 


nous avons utilisé dans nos recherches; linoculation sous- a 
cutanée, intra-musculaire ou intra-veineuse donne la maladie 
sous l'une ou l'autre forme, pourvu que le sang inoculé 
renferme des parasites; linjection dans les veines est le Mees! 
procédé le plus rapide et le plus sur. Bis ee 

Plus le sang inoculé est riche en parasites, plus jeune est le pe 
chien inoculé, plus grave aussi sera la maladie provoquée et 
plus rapide son évolution. : 

Chez les tout jeunes chiens, il suffit d’une goutte de sang 
riche pour donner une maladie mortelle; il faut en injecter 
un cent. cube aux chiens adultes pour les rendre malades. 


Dans la forme lente de la maladie, le sang est beaucoup moins ie: an 
virulent que dans la forme aigué, abstraction faite de la quan- Be 
tité de parasites qui] renferme; inoculé méme a haute dose, oe 
il ne donne ordinairement qu’une maladie bénigne. Dans l’une Ao ‘a 
de nos séries d’expériences, le virus initial provenait d’un chien ‘ 
en voie de guérison, dont le sang contenait encore des para~ ote 


sites ; tous les chiens de cette série ont eu la forme bénigne de 
la maladie, aucun n’est mort. 

Quels que soient la quantité de sang inoculée, sa richesse 
en parasites et le mode dinoculation, il se passe toujours un 
certain temps avant l’apparition des premiers symptomes; si 
Von examine. systématiquement le sang de la circulation géné- 
rale, on n’y voit guére de globules parasités avant la 36° heure; : 
en régle générale, ce n’est. qu’aprés 2 jours pleins que les er 
parasites apparaissent, méme au cas d’injection intraveineuse. 
Si VPinoculation a été pratiquée dans les muscles ou sous la 
peau, l’incubation est de 5 46 jours, Dans les cas aigus, la mort He 
survient en moyenne 3 jours aprés l’apparition des parasites; 
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les. trés jeunes chiens meurent encore plus vite, 36 4 40 heures 
aprés. Si donc l’inoculation a été.faite dans les veines, l’animal 
meurt, en général, le 4° ou le 5° jour; s'il a été inoculé sous la 
peau, il peut survivre 9, 10 ou 11 jours. Quand la maladie pro- 
voquée revét la forme lente, sa durée est trés variable; animal 
peut rester malade 30, 40. et jusqu’a 60 jours. . 

Le sang recueilli purement, conservé a la cave et a Vabride la 
lumiére, est encore virulent aprés 25 jours en hiver; en été, 
nous l’avons trouvé inactif aprés 14 jours. 

Le sang perd sa virulence quand il est chauffé 4 50° pendant 
1/2 heure, & 45° pendant 1 heure, A 44° pendant 1 h. 1/4; il est 
encore virulent aprés 1 h. 1/2 de chauffage a 43°, 


ETIOLOGIE 


Rien n’est plus solidement établi que le réle de la tique dans 
le développement de la piroplasmose bovine. Les belles recher- 
ches expérimentales de Smith et Kilborne, confirmés par celles 
de Pound, de Koch et de Ligniéres ont démontré que, pour 
provoquer la fiévre du Texas, la Tickfever, la Red-Water ou 
la Tristeza, il suffit de déposer & la surface du corps de bovidés 
adultes, provenant de pays non infectés, des larves nées de tiques 
(Ripicephalus annulatus) ayant vécu sur des bovidés malades. 
Depuis, partout ot l’on a observé la méme maladie (et son aire 
géographique est immense), on a pu établir une étroite relation 
de cause a effet entre l'apparition de ’hémoglominurie et la 
présence de tiques sur la peau des malades. 

La grande analogie qui existe entre les symptémes de la 
piroplasmose, qu'il s’agisse du chien ou du beeuf, et surtout la _ 
presque identité de l’hématozoaire dans les deux espéces, devait 
faire penser a une étiologie de méme nature. 

Dans toutes les observations recueillies & Alfort, les chiens 
malades avaient été récemment couverts de tiques; quelques-uns 
en portaient encore. Toutes celles que nous avons eues entre 
les mains appartenaient a l’espéce Dermacentor reticulatus. 

Il est bien probable que cette espéce est l’'agent ordinaire de 
la transmission de la maladie, au moins en France ‘. Nous ne 

1. La piroplasmose du chien de l'Afrique du Sud (jaunisse maligne) semble 


due a un ixode différent, que le Prof. Neumann de Toulouse a reconnu ¢tre 
PHamaphysalis lechi Audouin. 
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pouvons pourtant pas laffirmer, car nous n’avons pas réussi & 
i infecter des chiens en les couvrant de larves obtenues de tiques ae 
? femelles recueillies sur nos malades‘. . ae 
Dans presque tous les cas connus, il s’agissait de chiens de ‘ 
chasse qui avaient récemment chassé sur des terrains boisés ou 
broussailleux ou qui avaient séjourné dans des chenils infestés de 
tiques. 
Contrairement & ce qu’on observe pour la piroplasmose 
bovine, les tout jeunes chiens (de 2 4 12 semaines) sont beaucoup 
plus facilement infectés que les adultes et, chez eux, la maladie 
revét une forme suraigué, toujours mortelle. ie 
Spécificité du parasite. — Morphologiquement, lhématozoaire 
du chien est identique & celui du beeuf. Pourtant il ne peut se 
développer que dans l’organisme du chien. Il nous a été impos- 
sible de donner la maladie, ow méme de constater l’existence du 
parasite dans les globules. d’un animal d’une autre espéce, quel- 
que fussent le procédé d inoculation employé (sous-cutanée, 
2 intra-musculaire. intra-veineuse), la quantité du sang inoculé, 
et sa richesse en parasites ; boeuf, cheval, mouton, chévre, chat, Be 
Ay lapin, cobaye, rat blanc, souris blanche, poule et pigeon se sont “ee 
montrés complétement réfractaires. y 


ESSAIS DE CULTURE DU PARASITE iG) | 


Toutes nos tentatives de culture artificielle de Vhématozoaire “a 
du chien sont restées infructueuses. r 
Le sang de chien défibriné, le sérum trés chargé d’hémo- ‘ae 
elobine, le sang rendu incoagulable par l’injection d’extrait de | 
sangsue dans les vaisseaux d’un chien neuf n’ont pas donné de ia 
meilleurs résultats que les milieux habituels. | en: 


_———_- — = 


4. Le trés intéressant mémoire de Lounsbury donne l’explicalion de nos 
échees réitérés : tandis que les larves du Ripicephalus annulatus peuvent a 
accomplir toute leur évolution sur le méme bovidé, celles de ’Hemaphysalis eae 
bachi abandonnent le chien qui les hébergeait provisoirement, & la veille de ee 
chaque mue; la mue achevée sur le sol ou sur la lititre, la mymphe et la tique : Ne. 
adulte doivent retrouver un nouvel hte, pour se préparer soit & la mue pro- at 
chaine, soit 4 la ponte; de plus, il semble que ni les larves niles nymphes n’aient S. 
le pouvoir de donner la maladie; seules les tiques adultes seraient réellement oe 

r pathogénes. 

Il est probable que le Dermacentor reticulatus se. comporte tout comme Bean 
lHemaphysalis ; car apres avoir vu grossir peu a peu les larves déposées sur la Bie: i 
peau de nos chiens d’expérience, nous les voyions disparaitre tout a coup Pier 
avant d’étre passées 2 l'état de nymphe, et elles se perdaient dans la litiere. 


276 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR. 


Si Pon met al’étuve 4 37° du sang défibriné trés riche en para- 
sites, on observe parfois une phagocytose intense des globules 
infectés (fig.8); on voit aussi les parasites: subir de profondes 
transformations; on ne les voit jamais se multiplier. Quelle que 
soit leur forme initiale, rapidement ils deviennent globuleux, 
arrondis; leur noyau devient central; puis, par une sorte de 
condensation ou de contraction du protoplasme, ils diminuent 
de volume au point de paraftre bientOt réduits au noyau. . 

Les mémes transformations s’opérent aussi dans le sang 
conservé a la température de la chambre; mais elles se font 
beaucoup plus lentement, en sorte qu'il est possible d’en suivre 
exactement toutes les phases. Déja, apres 5 4 6 jours, les para- 
sites ont considérablement diminué de volume et semblent 
réduits au noyau entouré d’une mince couche de protoplasma 
a peine coloré en bleu trés pale, tandis que le noyau est coloré. 
d'une facon intense en rouge carmin (fig. @). 

Aprés quelques semaines, les hématies sont trés altérées ; 
elles semblent avoir perdu la plus grande partie de leur hémo- 
globine, elles prennent trés mal es matiéres colorantes et l’on 
distingue & peine leur contour; souvent méme il semble 
qu’elles se soient soudées les unes aux autres pour constituer 
une nappe homogéne, uniformémentteintée en orange trés pale, 
au milieu de laquelle les parasites, colorés en rouge intense 
et réduits a leur noyau, auréolé d’unetrés mince Rouen de pro- 
toplasma a peine visible, sont disséminés en grand nombre et 
peuvent donner Villusion d’une culture (fig. 4, b). 

Nous avons fait sucer par des sangsues le sang de chiens 
malades, sang trés riche en parasites ; les sangsues maintenues 
a l’'étuve a 22° dans de l’eau renouvelée chaque jour nous ont 
permis d’examiner jour par jour les modifications qui survien- 
nent dans le sang ainsi recueilli; on n’y observe rien de plus 
que ce que nous avons décrit plus haut : déja, aprés 
15 heures, les parasites, toujours volumineux, ont pris la forme 
globuleuse; mais ils semblent avoir perdu tout mouvement 
denoshigntes ; les globules rouges sont pales et tendent & s’agelu- 
tiner; les jours suivants on voit les parasites diminuerpeu & peu 
de volume; au bout d’une semaine, ils semblent réduits & leur 
noyau et sont disséminés dans une sorte de stroma informe résul- 
tant de agglutination et de la fusion des globules rouges; leur 
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peehie n’a pas augmenté ; ces altérations persistent identiques 
jusqu’a la mort de la Maneate qui survient du 15 au 20° jour. 

Il semble donc bien que ’hématozoaire ne peut se multiplier 
que dans un milieu vivant et approprié. 


IMMUNITE CONSECUTIVE A LA GUERISON. 


Tout chien guéri de la maladie naturelle ou expérimentale est 
désormais réfractaire ; il supporte impunément linjection de sang 
virulent a des doses bien supérieures a celles qui sont toujours 
mortelles pour les témoins. | 


Exempuxs : Chien no 1, guéri de la maladie expérimentale. Aprés 2mois 1/2, 
alors que les globules rouges étaient revenus au chiffre de 5,740,000, on lui 
injecte sous la peau 20 c. c. d'un sang dont 3c. c. tuent en 7 jours le chien 


témoin. L’examen du sang pratiqué chaque jour, pendant 25 jours, n’a jamais | 


montré @hématozoaire; la courbe thermique n’a pas subi d’élévation. 
Chien no 5; réinoculé 3 mois aprés guérison, par injection intraveineuse 
de 12 c. ec. de sang virulent. Le sang examiné chaque jour n’a montré de 


trés rares parasites qu'une seule fois, Je 15¢ jour; l’animal n’a jamais paru 


malade; sa température est restée normale. 

Chien n° 8 (de petite taille); réinoculé, 6 mois aprés guérison; par 
injection sous-cutanée de 5 c. c, de sang trés riche en parasites; sa tem- 
pérature s’est élevée le 8¢ jour & 390; mais il n’a jamais présenté d’hémato- 
zoaires. Le méme chien a recu depuis, en plusieurs fois, 72 c.c. de sang 
virulent, sans avoir jamais eu de parasites. 

Chien n° 12; recoit 2 mois |/2 aprés guérison 10 c. c. de sang virulent 
dans la veine, et 5 c. c. sous la peau; sa température est restée normale; 
ona vu de trés rares parasites dans son sang les 2e, 3¢ et 5¢ jours apres l’ino- 
culation; puis, plus rien. 

Chien no 80, guéri d'une atteinte trés grave de la maladie; recgoit, 2 mois 
apres, 145 c. c. de sang tres riche en parasites, dans la jugulaire, et 5c. c, 
sous la peau; n’a jamais présenté ni fiévre ni parasites. 

Dans tous ces cas, les chiens témoins inoculés en méme temps et de la 
méme facon, avec des doses bien inférieures du méme virus, ont succombé 
en 7-9 jours, ou en 3-5 jours, suivant le mode d’inoculation. 


On voit que l’immunité conférée par une premiére atteinte 
suivie de guérison est a la fois solide et durable. Le chien n° 8 
était encore réfractaire 6 mois aprés la guérison. 

Quel est le mécanisme de Timmunité? 

Nous avons déja dit que, dans le sang des malades, surtout 
de ceux qui sont en voie de guérison, il se produit une active 
phagocytose. Il est fréquent d’observer de gros mononucléaires 
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avant englobé 2, 3, 4 et jusqu’a 6 globules rouges tous infectés ; 
de ces globules, les uns ont déja perdu toute leur hémoglobine , 
d’autres se colorent presque aussi bien que les globules nor- 
maux; entre ces deux extrémes, on peut voir tous les stades 
intermédiaires ; les premiers ont leurs parasites arrondis, trés 
petits, 4 peine colorés, avec un contour mal dessiné; dans les 
autres, les parasites, également petits et ronds, sont fortement 
teintés, et leur contour est nettement accusé. 

Cette phagocytose s’opére également dans la profondeur des 
organes; on l’observe trés active sur les coupes de la rate, méme 
chez des chiens qui ont succombé a la forme aigué de la mala- 
die. Dans. chaque champ on peut voir des mononucléaires bour- 
rés de globules parasités en voie de digestion; parfois les glo- 
bules phagocytés sont si nombreux que les phagocytes donnent 
Villusion d’un capillaire sectionné en travers. (La figure 8 mon- 
tre plusieurs types de phagocytes de la rate diversement colorés.) 

Ce sont toujours les mononucléaires gui englobent les héma- 
ties infectées ; nous n’avons jamais vuun seul globule phagocyté 
par un polynucléaire; il est pourtant probable que les polynu- 
- cléaires contribuent aussi & la défense en englobant les parasites 
libres dans le plasma; mais nous n’avons pas constaté le fait 
d’une facon certaine. 


ACTION BACTERICIDE DU SERUM DES ANIMAUX IMMUNISES 

Lorsqu’on mélange in vitro 1 volume de sang virulent avec 
3, 4 ou 5 volumes de sérum d’un chien guéri dela maladie, le 
mélange peut étre inoculé impunément a des chiens neufs, méme 
par la vole veineuse. Ces chiens restent bien portants, et, a au- 
cun moment, leur sang ne renferme de parasites. 

Ces chiens sont-ils ainsi rendus réfractaires & la maladie ? 
Non. Réinoculés 12-15 jours aprés, avec une petite dose de sang 
virulent, ils deviennent malades et suecombent aussi rapide- 
ment que les (émoins. 

_ On pourrait croire & une action préventive de trés courte 
durée. I n’en est rien. Si Pon inocule le sérum en un point et 
le sang en un autre point, le chien inoculé prend la maladie, 
tout comme le témoin, méme quand le sérum cst injecté 12 ou 
24 heures avant le sang virulent. I s’agit donc, en réalité, 
d’une action microbicide du sérum, 
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Cette action ne s’exerce pas quand le sérum a été chauflé a 
56°-57° pendant 1/2 heure, tandis que, nous le verrons plus loin, 
on peut obtenir des sérums préventifs qui gardent leur action 
préventive aprés chauffage & 56°-57° pendant 4 heure. 

L’action microbicide du sérum s’observe beaucoup plus 


accusée chez les chiens fortement immunisés par injections © 


répétées du sang virulent, 


EXPERIENCES. — Chien no 26, Agé de 3 mois; inoculé sous la peau avec 
un mélange de 50 gouttes de sérum du chien n° 20 (guéri depuis un mois) 
et 20 gouttes de sang virulent, aprés 1 h. 4/2 de contact. 

L’examen du sang pratiqué chaque jour, pendant 44 jours, n’a jamais 
montré de parasites. 


A lépreuve (2 c. c. de sang virulent sous Ja peau) le chien prend la 


maladie et meurt, comme le témoin, le 5e jour. 

Chien n° 68, agé de 15 jours; recoit sous la peau un mélange de 
50 gouttes de sérum du chien 39 (guéri depuis 6 semaines) et de 10 gouttes 
de sang virulent, aprés 1 h. 4/2 de contact. Le sang examiné pendant 
44 jours n’a jamais montré de parasites. Le témoin chien n° 70, inoculé 
par 10 gouttes du méme sang pur, a pris la maladie 4 laquelle il a succombé 
le 6e jour. 


Chien no 77, adulte; recoit sous la peau un mélange de 50 gouttes de — 


sérum du chien n° 50, et de 20 gouttes de sang virulent, aprés 1 heure de 
contact; son sang examiné pendant 11 jours ne renferme pas de parasites. 
Le témoin n° 83, inoculé sous la peau par 10 gouttes du méme sang pur, 
meurt le 6¢ jour. — Réinoculé avec 1/2 c¢. c. de sang virulent, le chien 77 
prend la maladie et meurt le 7¢ jour. 

Chien no 90, 15 jours; recoit sous la peau un mélange de 20 gouttes de 


~ virus et de 20 gouttes desérum du chien n° 8 hyperimmunisé, apres 4 h. 1/2 


de contact; pendant 14 jours, le sang ne; montre pas de parasites. Le témoin, 
no 91, inoculé le méme jour et de la méme facgon, par un mélange de1c. c¢. 
de virus et de 1c. c. de sérum de mouton préparé, meurt aprés 6 jours. 

Chien n° 124, 15 jours; recoit sous la peau un mélange de 10 gouttes de 
sang virulent et de 25 gouttes de sérum renforcé de chien n° 8. Son sang 
n’a jamais présenté de. parasites. Le témoin n° 123, inoculé par 410 gouttes 
du méme sang, est mort le 5e jour. a 


L’action bactéricide du sérum est bien due 4 létat réfractaire 
du chien qui l’a fourni, car le sérum de chien sain n’est pas 
bactéricide. 

Expirrence. — Chien Ino 104, 415 jours; recoit sous la peau un mélange 
de 50 gouttes de sérum de chien normal et de 10 gouttes de sang virulent, 


aprés 1h. 1/2 de contact; ce chien a des hématozoaires dés le 4¢ jour; 
il meurt le 5e jour aprés l’jnoculation. 


L’action bactéricide du sérum n’appartient pas seulement 


280 | ANNALES DE 13) INSTITUT PASTEUR. ise? 
aux chiens guéris de fe maladie; on peut aussi Toheanies chez 
les animaux spécifiquement réfractaires auxquels on a fait des 
injections répélées de sang virulent. Wee 

Un mouton south-down recoit en 12 injections sous-cutanées 
ou intraveineuses, du 24 avril au 9 novembre 1901, 290 c. c. de 
sang de chien trés riche en parasites. A part de eatiion oscillations 
de la température suryenant le soir ou le lendemain des injec- 
tions, ce mouton n’a jamais présenté le moindre malaise; jamais 
on n’a pu voir d’hématozoaire dans son sang. Le nombre de 


ses globules rouges n’a pas sensiblement varié'. Le sérum de ce 


mouton s’est montré nettement bactéricide, quoique a un degré 
notablement moindre que le sérum des chiens guéris et surtout 
des chiens dont Vimmunité avait été renforcé par des injections 


répétées de sang virulent. 


Expirrences. — Chien n° 91, 15 jours; recoit sous la peau un mélange de. 


4c. c. de sérum de mouton préparé et de 4 c. c. de sang virulent, papers 
1h. 4/2 de contact, meurt infecté aprés 6 jours. 

Chien ne 66, 15 jours; regoit sous la peau un “mélange de 50 gouttes de 
sérum et de 10 gouttes de sang virulent, aprés une heure de contact. — N’a 


~ présenté pendant 43 jours aucun hématozoaire. — Réinoculé sous la peau, 


le 14e jour, avec 4/2 c, c, de sang vir Bharti a pris la maladie et a succombé 


‘te 3e jour. 


Chien no 69, 15 jours; recoit sous la peau de la cuisse gauche 50 gouttes de 
sérum et sous la peau de la cuisse droite 10 gouttes du méme sang virulent. 
— Prend la maladie et meurt aprés 6 jours. 

Chien n° 67, 15 jours (témoin). Recoit sous la peau un mélange de 
50 gouttes de sérum de mouton normal et de 10 gouttes de méme sang 
virulent. — Prend la maladie et meurt le 6e jour, 

Chien ne 70, 15 jours (témoin). — Regoit sousla peau 10 gouttes me méme 
sang virulent pwr. Prend la maladie et meurt le 6¢ jour. 

Chien n° 79, 18 jours. — Regoit sous la peau un mélange de 50 gouttes 
de sérum de mouton traité, chauffé a 560-570, et de 10 gouites de sang viru- 
lent, aprés 2 heures de contact. Prend la maladie et meurt le 6¢ jour. 


Le sérum de mouton traité par injections de sang virulent 
est trés hémolytique in vitro pour le sang de chien; on pourrait 
croire que les parasites mis en liberté par ’hémolyse sont plus 
facilement englobés par les phagocytaires du chien inoculé; 
Pexpenaine cl-aprés prouve qu'il n’en est rien, 

4. Une chéyre traitée de la méme fagon a également bien résisté; mais le 
nombre de ses globules est tombé de 43,600,000 & 6,580,000 par millimetre cube ; 


il semble que le sang de chien ait une action hémolytique trés accusée & Végard 
du sang de la chévre. 


_ 


ae TS 
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Chien no 68, 13 jours. — Recoit sous la peau un mélange de 410 gouttes 
de sang virulent et de 50 gouttes de sérum d'ua mouton non traité (sérum 
rendu hémolytique par des injections répétées de sang de chien normal). 
Prend la maladie dés le 4¢ jour et meurt le 6e. 


ACTION PREVENTIVE DU SERUM DES CHIENS IMMUNISES 

Nous avons montré dans le paragraphe précédent que le 
sérum des chiens guéris est incapable, aux petites doses injec- 
tées, de prévenir ou de retarder notablement les effets mortels 
de Vinoculation d’épreuve. Les expériences ci-aprés montrent 
quwinjecté a doses plus élevées, le méme sérum peut retarder 
notablement, ou méme empécher I’action mortelle du virus 
inoculé 24 ou 48 heures aprés. 

Mais l’action préventive du sérum est bien plus nette s’il 
provient de chiens hyperimmunisés au moyen de grandes quan- 
tités de sang virulent. 


dre sériz. — Sérum de chien immunisé. — Chien no 97, agé de 15 jours; 
recoit sous la peau 3 c.c, de sérum de chien né 8 (qui a recu, 6 mois aprés 
guérison, 30 c. c, de sang virulent); 30 heures aprés, on lui inocule sous la 
peau 4 c. c. de sang virulent. Nombreux parasites dés le 6e jour; meurt le 
12e jour. 

Chien n° 98, méme portée; recoit sous la peau 5 c. c. du méme sérum; 
30 heures aprés, inoculation sous-cutanée de 1 c. c. de sang virulent. Para- 
sites dés le 5¢ jour; mort le 1/8. 

Chien n° 99, méme portée (temoin des 2 précédents); inoculé sous la 
peau par 4 ¢c, c. du méme virus; parasites dés le 4¢ jour; mort le 7e., 

Chien no 94, Agé de 12 jours; recoit sous la peau 10 c. c. du méme 
sérum. Aprés 24 heures, on lui inocule sous la peau, en méme temps qu’au 
chien n° 92, témoin, 1/2 c. c. de sang virulent. Le témoin meutt le 7e jour; 
Yautre ne montre de parasites que le 8¢ jour; il meurt le 43¢ jour. 

Chien no 87, Agé de 15 jours; recoit sous la peau 13 1/2 c. c. du méme 
sérum; aprés 48 heures, on lui inocule sous la peau, en méme temps qu’da 
un fémoin, n° 88 (adulte de petite taille), 1 c.c. de sang virulent. Le témoin 
meurt le 14e jour. Le chien n° 87 a présenté pendant plusieurs jours un 
petit nombre de globules parasités, activement phagocytés par de gros mo- 
nonucléaires; mais sa température est restée normale et son état général 
satisfaisant; la guérison a été rapide et définilive. 


Sérum de chien hyperimmunisé. — Dans nos 2° et 3° séries, 
nous avons utilisé le sérum du méme chien n? 8, dont l’immu- 
nité a été renforcée par de nouvelles injections de sang viru- 
lent, portant a 52 c. c, la quantité totale du sang injecté. 
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Ce sérum a été. Pegmemeays chauffé a ae 57° pendant une 
de mi-heure. 5 


2e sERIE. — Chien no 102, age de 15 jours; regoit sous la peau 5 Capeae 
sérum, 

Aprés 24 heures, on lui inocule — en méme temps qu’a un chien témoin. 
de la méme portée, no 106 — 3 gouttes de sang trés riche en parasites. 

Le témoin meurt le 6e jour. 
Le n° 402 reste bien portant; son sang ne renferme pas de parasites. 
Réinoculé le 19¢ jour avec 1 c. c. de sang virulent (en méme temps que 
2 témoins nos 93 et 110 qui meurent aprés 7 jours), il présente, dés le 5e jour, 
un petit nombre de parasites qui sont l’objet d’une phagocytose trés active; 
‘mais il reste bien portant et survit. 

Chien no 103, méme portée; recoit sous la peau 3c. c, de sérum chauffé. 
Aprés 24 heures, on lui inocule 3 gouttes du sang virulent (quitue le temoin 
n° {06 en 6 jours), Son sang examiné pendant 10 jours ne présente pas 
d’hématozoaires. 

Réinoculé le 44e jour avec 1c. ce. de sang virulent, il a des parasites 
6 jours aprés; pendant une semaine environ, il montre tous les signes de la 
maladie, — tristesse, abattement, anémie globulaire. — Pourtant les para- 
sites restent peu. ens et sont l’objet d’une phagocytose active; enfin 
Vétat général redeyient bon et, 20 jours aprés la 2e inoculation, on peut le 
considérer comme guéri; le sang ne renferme plus de parasites. 

Chien no 104, méme portée; recoit sous Ja peau 5 c. c. du méme sérum. 
Apres 24 heures, on lui inocule 5 gouttes de sang trés virulent dont 3 gouttes 
ont tuéle témoin n° 106 en 6 jours. Son sang, examiné chaque jour pendant 
32 jours, n’a jamais presenté de parasites, Réinoculé le 35e jour avec 
10 gouttes de sang virulent qui tue le témotn no 123 en 5 jours, il résiste 
tout en présentant quelques parasites le {0e jour, 

Chienne no 105, méme portée; recoit sous la peau 10 c. c. du méme 
sérum, 24 heures aprés,-on lui inocule 3 gouttes de sang (dont le témoin 
n° 106 a démontré la virulence). Examiné pendant 10 jours, son sang n’a 
pas montré de parasites, — Réinoculée le 14¢ jour avec 4 c, c, de sang viru- 
lent, il a montré dés le 5e jour des parasites peu nombreux et activement 
phagocytés; pourtant son état général devenait peu & peu moins bon, on 
observait de l’anémie progressive et la mort survenait le 48e jour aprés la 
2¢ inoculation, 

3° seRIE, — Chiens nos 119, 120, 122, Agés de 15 jours, recoivent sous la 
peau 3c. c. de sérum, 

Aprés 24 heures, le n° 119 est inoculé sous la peau, avec 10 gouttles de 
sang trés virulent. 

Aprés 48 heures, méme inoculation au chien n° 120. 

Le no 122 n’est inoculé qu’aprés_3 jours. Un 4¢ chien de la méme portée, 
no 123, servant de témoin, meurt infecté 4 jours aprés l'inoculation virulente. 

Le n° 122 a des parasites 4 jours aprés l’inoculation; il meurt le 7e jour. 

Le no 119 montre des globules parasités le 6e jour; il meurt le 8¢ jour. 
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Le no 120 ne succombe que le 9e jour, il avait des parasites depuis 
48 heures. 


De ces expériences, on peut tirer les conclusions suivantes : 
4° Le sérum des chiens guéris posséde une action nettement 
préventive, mais cette action est faible; pour la mettre en évi- 
dence, il faut injecter de fortes doses de sérum; 10 c. c. ne 
suffisent pas pour empécher la mort; on observe seulement un 
notable retard dans l’évolution de la maladie (chien n° 94), Un 
seul des animaux mis en expérience a résisté aprés l’injection 
du sérum d’un chien guéri (n° 87), mais il avait reou 13 1/2 ¢. ¢. 
de sérum, dose énorme pour un petit chien.dgé de 15 jours ; | 
~ 2° Si lon renforce limmunité des chiens guéris par des 
injections répétées de sang virulent, on obtient des sérums dont 
action préventive s’exerce 4 des doses beaucoup moins élevées : 
Tous les chiens de la 2° série ont résisté, aprés avoir recu 
5c. c. et méme 3c. c. de sérum, a l’inoculation virulente qu 
a tué le témoin en 6 jours. 


Kncore ne faut-il pas injecter une trop forte dose de virus. - 


Dans notre 3° série, tous les sujets avaient recu 3 c. c. du méme 
sérum. Ils ont tous les trois succombé — avec un grand retard 
— 4 linoculation d’épreuve; mais on avait inoculé 10 gouttes 
d’un virus qui tue & la dose de 1 goutte les chiens témoins de 
méme age ; | 

3° Le sérum conserve son action préventive, quand il a été 
chauffé pendant une demi-heure a 56°-57°. 

On peut donc immuniser contre l’inoculation virulente, tou- 
jours mortelle pour les témoins. Mais limmunité conférée par 
le sérum est peu durable. 

Les 4 chiens de notre 2° série avaient résisté a l’inoculation 
du virus pratiquée 24 heures aprés l’injection du sérum; ils ont 
été réinoculés 11 jours, 19 jours et 35 jours aprés; tous ont eu 
des hématozoaires en petit nombre; 2 ont conservé toutes les 
apparences de la santé; les 2 autres ont été tres malades. 
L’un a guéri pourtant; l’autre est mort et, chose curieuse c’est 
celui qui avait recu la plus forte dose de sérum et qui avait été 
réinoculé le plus tot (11° jour). ll est vrai que cette seconde 


| 
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= i ree Seize Fey + aa®) ee r eer re ra v 
inoculation a été trés sévére; on a injecté 10 gouttes d’un virus 


mortel pour les chiens neufs de cet age & la dose de 1 goutte. 
* se E € 
xR 


Nous avons montré plus haut que le sérum dun mouton 


traité par des injections répétées de sang de chien trés riche en 


parasites avait une action nettement bactéricide. 
L’expérience ci-aprés montre que ce sérum n’a qu'une faible 
action préventive, accusée par un simple retard dans I’ évolution 


de la maladie. < : 


Chien no 437, agé de 15 jours; recoit sous la peau 20 c. c. de sérum de 
mouton (qui a recu 290 c. c. de sang trés riche en parasites); ce séruma été 


chauffé a 570 pendant 30 minutes, pour lui faire ae son pouvoir hémo- ' 


lytique. 


Aprés 24 heures, on lui inocule sous la peau, en méme temps qu ‘au 


témoin no 132 du méme age, 10 gouttes de sang virulent. : 

Le témoin a des parasites dés le 4e jour; il meurt le 5e jour Eo lino- 
culation. 

Le no 137 ne montre de parasites que le Te jour; il succombe le Ye jour. 


og : 


L’action préventive d’un sérum donné s’exerce & dose beau- 
coup plus faible quand on mélange le sérum au sang virulent, 
avant de pratiquer l’injection. Le sérum doit étre chauffé au 
préalable a 57°, de fagon a le destituer de son action microbicide. 


Expérrence. — Chien 143, Agé de 5 jours; recoit sous la peau un mélange 
de 50 gouttes de sérum renforcé duchien n° 8 (chauffé & 570 pendant 1/2 heure) 
et de 20 gouttes de sang parasité. Examiné pendant 40 jours, le sang de ce 


chien n’a jamais montré de parasites. : 
Le témoin, chien 144, de la méme portée, meurt 5 jours aprés avoir recu 


sous la peau 10 gouttes aa méme sang. 


On obtient des résultats identiques lorsque, apres Vaction du 
sérum sur les globules parasités, on les isole par des turbinages _ 


_ répétés aprés lavages 4 Peau physiologique. 
Experience. — Chien 130 dgé de 15 jours; recoit sous la peau le dépot 


obtenu aprés 3 turbinages et 2 lJavages d’un mélange de 50 gouttes de 
sérum renforcé du chien n° 8 préalablement chauffé et de 20 gouttes de sang 


parasité, 
Examiné pendant 17 jours, son sang n’a jamais montré de parasites. 


Il semble donc qu’au contact du sérum des chiens hyperim- 


a“ 


“ 
s 


. 


‘ 


_ 8 gouttes de sang virulent; le 16 février, 42 heures aprés, on lui injecte sous 


25 jours suivant la saison. — 
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munisés, les globules parasités fixent d’une fagon énergique la 
substance balisthilinatcies du sérum qui les livre sans défense & 
Yaction des phagocytes. 


ACTION CURATIVE DU SERUM DES CHIENS HYPERIMMUNISES! 


_ Le sérum des chiens dont Pimmunité a été renforcée par des 
injections répétées de sang virulent n’est pas seulement capable 
d’exercer son action préventive, quand on linjecte avant de 
pratiquer linoculation virulente. Il peut encore empécher la 
mort quand on l'injecte a forte dose 24 heures et méme 42 heures 
aprés l’inoculation virulente qui tue les témoins en 5 jours. Il 
est impuissant a retarder la mort quand on ne l’injecte qu’aprés 
Papparition des parasites. 


Experience. —Chien n° 131, Agé de 10 jours recoit sous la peau, le 14 février, 


la peau 20 c. c. de sérum renforcé du chien n° 8 (qui a recu, aprés guérison, 
72 c. c. de sang virulent). 

Le 19 février, examen du sang montre de trés rares globules parasités ;- 

Le 20 et les jours suivants, les parasiles sont un peu plus nombreux; 
l’état général reste bon; 

Le 28, c’est a peine si l’on observe quelques parasites; 

Le 2 mars, impossible de voir un seul globule parasité. L’animal est trés 
gai; ila presque doublé de poids. 

Chien no 132, 10 jours; temoin et frére du pr écédent; inoculé Je 14 février — 
par 8 gouttes de sang virulent. 

Le 4e jour (18 février), son sang renferme des parasites; on lui injecte 
sous la peau 20 c. c. de sérum du chien no 8. 

‘Tl meutt Je 19, avec un nombre considérable de parasites dans le sang du 
coeur et des viscéres. aa 


ESSAIS D IMMUNISATION PAR INJECTION DE SANG VIEFLLI OU CHAUFFE 


1° Sang vieilli.. — Nous avons dit plus haut que du sang 
virulent, recueilli purement et conservé a la cave a l’abri de la 


x 


lumiére, reste virulent pendant un temps variable, de 14 a 


Ce sang, devenu incapable de donner la maladie aux animaux, 
ne pourrait-il pas, injecté 4 haute dose, leur conférer l’im- 


munité? Les deux expériences ci-aprés ne sont pas favorables a . 


cette hypothése. ; io 
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Chien no 28: recoit sous la peau 15 c. c. de sang conservé a la cave- 
depuis 44 jours, Le sang inoculé était trés virulent a l'état frais : inoculé 
sous la peau du chien n° 24, a la dose dé % c. ¢, il l’avait tué en 5 jours. 

Examiné avec soin pendant 10 jours, le chien no 28 n’a jamais présente 
le moindre malaise; sa température est restée normale; son sang n’a jamais 
eu de parasites. 

Réinoculé sous la peau avec 3 c. c. de sang virulent, il a été tres malade, 
il a eu de nombreux hématozooaires; pourtant il a survécu. 

Chien no 29; regoit dans la jugulaire 15 c. c. du méme sang, vieux de 
19 jours; examiné pendant 412 jours il ne présente rien d’anormal; pas de 
fiévre; pas de parasites. 

L’inoculation d’épreuve le tue en eos 


2° Sang chauffé. — Nous avons dit plus haut que le parasite 
est tué par une température relativement peu élevée, 45°. 

Peut-étre réussirait-on, par un chauffage mesuré, a atténuer 
sa virulence et a le transformer en vaccin? Cet espoir ne s’est 
pas réalisé. Les expériences ci- apres montrent que l’atténuation 
du virus par le chauffage est sinon impossible, du moins trés 
difficile 4 réaliser. 

Toutes ces expériences ont porté sur de tout jeunes chiens 
agés de trois semaines environ. 


Chien no 22; recoit sous la peau 5 c. c, de sang virulent chauffé a 50° - 
pendant 30 minutes. Examiné pendant 148 jours, il ne InAEEECS ni fiévre ni 
parasites. 

L’inoculation d’épreuve le tue en 56 heures. 

Chien n° 25; recoit sous la peau 10 c, c. de sang chauffé 4 50° pendant 
4 heure et demie. — Pendant 18 jours ne montre rien d’anormal. 

Succombe en 4 jours 4 J’inoculation d’épreuve. 

Témoin n° 23; recoit sous la peau 3c. c. du méme sang non chauffé 
prend la maladie et meurt en 5 jours, 


Nos 44 et 45; inoculés sous la peau avec 3 c, c. de sang virulent, chauffés 
A 48° pendant une demi-heure, 

Nos 46 et 47; inoculés sous la peau avec 3 c. c. du méme sang chauffé a 
45° pendant une demi-heure, 

Ces 4 chiens restent bien portants, 

Le témoin no 48, inoculé avec le méme sang non chauffé, meurt en 6 jours, 

A linoculation d’épreuve, pratiquée 10 et 23 jours aprés, les 4 chiens 
vi-dessus prennent la maladie et meurent du 5e au 7e jour. 


N°s 56 et 57, inoculés sous la peau par 2 c. c. de sang virulent chauffé 
pendant une demi-heure a 43°, meurent les Se et 8¢ jour. 

Le témoin n° 58, inoculé sous la peau avec le méme sang, non chauffé, 
est mort le 7e jour. 
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No 71, recoit sous la peau 2 1/2 ec. c. de sang chauffé 1 heure a 430; ; 


meurt le 6e jour. 

No 72, méme sang chauffé une demi-heure 4 44°, meurt le 5e jour, 

No 74, méme sang chauffé a 440 pendant 50 minutes; meurt le 7¢ jour. 

No 75, méme sang chauffé 4 440 pendant une heure; meurt le 9e jour. 

Témoins nos 70 et 76; 1 c. c. du méme sang non chauffé, meurent les 
Se et 6e jours, 

Ne 81, 2 c. c. de sang avilent chauffé a 440 pendant 4 h. 30m, 

No 89, 2c. c, du méme sang chauffé a 440 pendant 1 h, 15m, 

Ces 2 chiens, examinés pendant 15 jours, n’ont jamais présenté de para- 
sites. 

Le témoin n° 83, qui n’avait regu que 1 c, c. du méme sang non chauffé 
était mort le 6e jour. 


Réinoculé sous la peau 15 jours, aprés avec 1c. c. de sang virulent non | 


chauffé, le no 82 meurt le 6 jour, 


En résumé, le sang virulent chauffé 4 45° et au-dessus perd 
toute virulence. 

Au dessous de 44° le chauffage prolongé pendant plus de 
4 heure ne parait exercer aucune action sur la vitalité et sur la 
virulence du parasite. 

Chauffé 4 44° pendant 30 minutes, 50 minutes, et 1 heure, 
Je sang reste virulent et tue encore les petits chiens inoculés; 
mais la mort survient d’autant plus tard que la durée du chauffage 
a été plus longue. 

Le chauffage & 44° pendant 4 heure 1/2, et méme pendant 
4h. 45, détruit la virulence. 

Aucun des chiens qui ont résisté a l’inoculation du sang 
chauffé n’a résisté al’inoculation d’épreuve. Aux doses injectées, 
Je sang chauffé ne parait donc pas capable de conférer l’immu- 
nité. 


APPENDICE 


OBSERVATIONS TYPES DE LA MALADIE EXPERIMENTALE 


40 rype aigu. — Chien no 4, — Adulte, de petite taille, gai et vigoureux, 

Température ayant l’inoculation, 38°,3, 

Nombre des globules rouges : 5, 240 ,000. 

Le 6 avril 1901, ce chien recoit dans la jugulaire 2c. c. de sang parasilé, 

7 avril. — Etat général excellent. 

Pas de parasites visibles dans le sang de l’oreille. 5,560,000 globules 
rouges, 

8 avril. — Appétit et gaité conservés. Température supérieure a 40°. 
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5, 960, 000. tebe rouges. L’examen du sang montre de trésrares parasite 
quelques- uns pyriformes ; urine normale, 


Fig. 5 Injection intraveineuse. 


9 avril. — Tristesse, inappétence; 424 pulsations ; urine. normale; 
5,240,000 globules rouges. Trés nombreux hématozaires, volumineux, — 
ameeboides; pecuecne de globules en renfermant 4, 6 et plus. 

‘40 avril (matin). — Etat général misérable; parésie du train postérieur ; ra) 

 sensibilité générale émoussée; la peau a perdu sa souplesse; extrémités i 

froides; ictére trés accusé, Urine rouge foncé, hémoglobinique; 120 pulsa- : 
tions irréguliéres ; 2,600,000 globules rouges. — Hypothermie : 350, 6; nom-— 
breux parasites, Ja plopart ronds_ et petits, quelques-uns— piriformes ow 
amceboides. 
Le soir, méme état encore plus grave; sli aN 330,55 2, 200,000 glo- 
bules rouges. 
4 avril. — Le chien est trouvé mort. é 3 
Autopsie. — Ictére intense; les muqueuses, la sclérotique, la peau, la 
graisse et tous les organes ont une coloration jaune de chrome. 
Rate hypertrophiée, un peu molle, de couleur noiratre, devenant rutilante 3 
au contact de lair. jie 
Reims congestionnés et infiltrés; de la onan exsude un ues trouble, 
jaune rougeatre. 
/ _ Foie de volume normal, de couleur pale un peu jaunatre; vésicule biliaire 
pleine de bile foncée, trés sirupeuse. t 
Vessie pleine d’urine épaisse, de couleur jus de pruneau. cot re eee 
Léger épanchement rosé dans le péricarde. : Sa in 


Cour pale; nombreuses et fines pétéchies sur y épicarde et Pendocarde 
gauches, ee: ; 


_ Moelle osseuse congestionnée, de couleur jaune rougealre. ae 2 = 
Le sang du coeur et celui des différents viscéres sont trés riches en héma- an 
tozoaires, Ja plupart arrondis et peu yolumineut ; : 


i 


x 


'. 20 TYPE CHRONIQUE. — Chien n° 64, adulte de taille moyenne; état géné- 


3 ral excellent, 5,840,000 globules rouges ; Température 38°7.(Voirla courbe6.). 


i 42 octobre 1901. — Ce chien recoit dans la jugulaire 6 c. ¢. de sang pré- 
F levé.sur un chien atteint de la maladie naturelle (Obs. III de M, Almy), 

13 octobre. — Etat général satisfaisant; a l’examen du sang, on observe 
de trés rares parasites, 
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Z ; Fig. 6. Forme chronique, Injection intraveineuse. 


14 octobre. — Le chien est moins gai et mange moins bien que d’ordi- 
naire; hématozoaires moins rares que la veille. 2 

15 octobre. — Etat général moins bon; tristesse, abattement, inappétence 
presque absolue. Trés nombreux parasites de toutes formes: ronds, pyri- 

~ formes, amceboides. 

17 octobre. — Les parasites sont moins nombreux, mais ]’état général est 
mauvais; le chien est triste; il reste couché et ne touche pas a sa soupe; 
muqueuses pales un peu bleuatres. 4,040,000 globules rouges. 

19 octobre. — Hématozoaires trés peu nombreux ; anémie plus accusée ; 
muqueuses trés pales; insensibilité générale; anorexie ; 2,820,000 globules 
rouges. 

21 octobre. — Méme état général; trés rares parasites; sang trés pale ; 
1,520,000 globules rouges; 54,000 globules blancs; beaucoup de mononu- 
cléaires et d’hématies nucléées. 

26 octobre. — Etat général toujours mauvais; appétit presque nul; 
prostration ; fnsensibilité générale; 1,200,000 globules rouges, 10,000 glo- 
bules blancs. On ne réussit pas a voir d’hématozaires. 
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‘bules rouges. 
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29 octobre. — Légére amélioration de état général ; Tappétit revient; la : 
tristesse et la faiblesse diminuent; Bee de parasites visibles; 2,120, 000 glo- 


- 4er novembre. — L’amélioration s’ gableneuds 2,480, 000 globules rouges ; < 
quelques-uns sont nucléés; pas de parasites visibles. 

6 novembre. — Etat général bien meilleur; muqueuses rosées ; l'animal 
est gai et mange avidement; 4,380,000 globules rouges; pas de parasites. 

8 novembre. — 5,100, 000 globules rouges ; hématoblastes trés Es : 
on observe un seul globule parasité. ca. 

A compter de ce moment, l'animal est considére, comme définitivement ‘ 
guéri. st os Wx ae 


EXPLICATION DES PLANCHES VERT V2. 


~Pl. III. — Fig. 1. Sang 28 la circulation générale. Chien 99. (Thionine phé- 
niquée.) Obj. 1/12. Oculaire I (Stiassine), = 
Fig. 11. Sang du foie. Chien 99. : 
Fig. 11. Frottis de rein. Chien 61. re : 
Fig, 1v. Sang conservé a la cave. Chien 6, a, 10 jours; 0, 2 mois. 7 
Fig. v. Formes amceboides du parasite. Chien 99. artist 
Fig. vi. Parasite en voie de division. Phases successives. panee 99. (Sang 
de Voreille.) ! 


—— 
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Fig. vir. Parasite en voie de division. Chien 99. (Sang du foie. ee 
Pl. IV. — Fig. vim. Phagocytose de globules infectés. 1, 2,3, 4. Macrophages = 
de la rate; chien 18;5. Un macrophage du sang de Voreille; chien 41. : a4 
Fig. 1x. Coupe de moelle épiniére (région lombaire) ; chien 14. . 4 
Fig. x. Coupe de rein, chien 61. ~~ = . a 

: ; ned 

i a 4 

: ; 

—_— ; 

u\ 


SECONDE NOTE SUR LA MALARIA DES BOVIDES 
(PIROPLASMOSE BOVINE) 


Par MM. M. NICOLLE ET ADIL-BEY. 


Cette note servira de complément a celle que nous avons 
publiée en 1899. Elle date de la méme époque. Nous ne l’avons 
pas fait paraitre & ce- moment, parce que nous espérions conti- 
nuer nos recherches sur le sujet, ce qui ne nous a pas été pos- 
sible, ‘ 

Nous indiquons sommairement ici les principales lésions, 
rencontrées par nous dans la piroplasmose, ainsi que les pro- 
cédés employés pour la recherche des hématozoaires dans le 
sang et les viscéres. 


* 
* xXx 


Les lésions ont été étudiées dans le foie, le rein et la rate, 
aprés fixation de ces organes au Flemming et coloration ba la 
méthode Kernschw eae 

For. — Il faut distinguer entre les foies d’un rouge brun 
uniforme et les foies granuleux, d’un jaune doré. 

Foies uniformes. — Les vaisseaux sont dilatés. Cette conges- 
tion porte principalement sur la région sus-hépatique, de méme 
gue les lésions suivantes : pigmentation des cellules hépatiques, 
des leucocytes et des éléments de Kuppfer; dégénérescence 
-vacuolaire des cellules hépatiques. 

Foies granuleux. — On rencontre des altérations, extréme- 
ment marquées, des régions sus-hépatiques, et de ce que 
M. Sabourin nomme les « zones sus-hépatiques ». Elles con- 
sistent dans une congestion tres intense; dans la pigmentation 
“des cellules hépatiques, accompagnée d’une vacuolisation qui 
va jusqu’a la nécrose; et dans une forte leucocytose. Ces lésions, 
siégeant au centre du lobule et le long des anastomoses centro- 
lobulaires, forment les bandes gris-rosé qui, lors de l’examen a 
ceil nu; circonscrivent, dans le « lobule investi », les ilots de 
parenchyme doré & axe portal. La teinte dorée est due, bien 
eutendu, a!’intensité de la pigmentation anormale, 
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Rew. — On note de la congestion, surtout au niveau du bous 
quet oder L’épithelium des tubes contournés apparait 
granuleux, vacuolaire et pigmenté (la. pigmentation ‘se montre » 
surtout abondante dans les cas 4 foie doré). La lumiére des 

’  tubuli contient des exsudats albumineux, grenus ou non. Les 
tubes droits sont presque sains. e - 

Rate. — L’organe est congestionné. On rencontre de nom- 
breux amas pigmentaires dans les grandes cellules mononu- 
cléaires de la pulpe aplenty 3 

ae : 

RECHERCHE DES HEMATOZOAIRES DANS LE sano. — On puise le 
sang dans la veine jugulaire, a l’aide d’une pipette elfilée, ce qui 
wolfre aucune difficulté quand on en a tant soit peu l’habitude, 
On dépose un mince filet de sang, au voisinage d'une des extré- 
mités d’un porte-objet (propre et soigneusement flambé), per- 
pendiculairement au grand axe de celui-ci, Puis on étale le 
plus rapidement possible, avec le bord d’une dame de carton 
flexible (fragment de carte de visile, par exemple). On favorise la 

; dessiccation dela couche sanguine en agitant vivement la lame. 

sey Nous ne saurions trop iosunseder ce procédé d’étalement du 
os sang, que nous employons depuis longtemps et a donne des 
préparations absolument parfaites. 

Nous fixons, d’abord, pendant quelques minutes, sur une 
plaque chauffée vers 110° (c’est-a-dire, comme I’a montré M. 
Ehrlich, immédiatement au-dessous de la température ott se pro— 
duit? état sphéroidal): puis, pendantune minute, dansune solution 
aqueuse de sublimé a 3 0/0. Si la préparation date de plus de 
2 jours, il est inutile d’avoir recours a la chaleur, car I’ insolubi- 
lisation des albuminoides s’est alors produite par la seule dessi- 
cation. Par contre, lorsque la préparation date de quelques 
semaines, la dessication prolongée devient souvient nuisible, 
. Aussi vaut-il mieux, ea thése générale, fixer les lames au fur 

| eta mesure (au moins par la chaleur), quitte a ne les colorer 

que par la suite. Stay ante 2 

La coloration s’obtient en 7 agir, See deux 

minutes, la solution suivante : ee 


Bleu polychromatique de Unna.... esha pees eee vohumers ; 
Rau’ phéniquéessica 00m reco. a. kommen ee SE ke eae 
Bau idigtillvesgtee atte aratasscc coe l-crnyte Migrant .. 3 volumes, 
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Les parasites et les noyaux des leucocytes prennent un ton 
violet foncé; l’hémoglobine des hématies, une couleur vert 
pomme, et les granulations basophiles, une teinte rouge rubis. 
Les granulations éosinophiles demeurent incolores. Il est bon de 
de pas trop prolonger la coloration au dela du temps indiqué. 
On lave, séche et examine directement, en déposant une goutte 
huile de cédre sur la préparation. 

La méthode précédente ne saurait étre mise en paralléle avec 
celle que M. Laveran a fait connaitre depuis, mais elle peut 
rendre des services dans la simple recherche des divers héma- 
tozoaires. De plus, en fournissant, sans aucune difficulté, des 
définitions trés nettes, elle constitue un excellent procédé de 
coloration polychromatique directe, auquel nous avons recours, 
a chaque instant, pour les préparations sur lames. 

Les préparations de la pulpe des viscéres se pratiquent comme 
celles du sang. Nous n’aborderons pas ici |’histoire morpholo- 
gique, aujourd’hui bien connue, du piroplasma bigeminum. 
Nous ferons seulement remarquer que, durant la maladie yu il 
occasionne, on observe un peu partout, mais principalement 
dans le foie et la rate, les apparences caractéristiques d’une 
active phagocytose. Ce sont les grands monopucléaires qui 
détruisent les hématies parasitées, ainsi que nous l’avons sou- 
vent constaté. Signalons enfin, dans le sang, la fréquence des 
hématies géantes; les hématies nucléées sont plus rares. 

RECHERCHE DES HEMATOZOAIRES DANS LES coupes. — Les viscéres 
ont été fixés au moyen du sublimé aqueux saturé. Le procédé 
de coloration qui nous a le mieux réussi est le suivant. On 
teinte les coupes par le bleu de méthyléne phéniqué (solution 
de bleu a4 0/0 dans l’eau phéniquée a 4 0/0), pendant une demi- 
minute; on passe, durant une quinzaine de secondes, dans le 
chromate jaune de potasse (sojution aqueuse a 10/0); puis on 
monte au baume, aprés lavage, déshydratations et éclaircisse- 
ment. Nous nous proposons de revenir sur cetle méthode, excel- 
lente dans bien des circonstances. 


SUR LA MARCHE DE UA -COURBE_’uNTITONINE 


DANS 


LIMMONISATION ACTIVE GONTRE LE BOTULISME 


Par J. FORSSMAN sr E. LUNDSTROM 


(Laboratoire bactériologique de l'Université de Lund, Suéde.) 


L’année méme ou paraissait le travail fondamental de yan 
Ermengen (1) sur le Bac. botulinus, W. Kempner (2) exposait 
ses recherches sur l’antitoxine du botulisme, ot il montre quit 
n’a pas réussi 4 amener, chez les cobayes ni chez les lapins, une 
immunité active contre la toxine botulique, tandis qu’il a pu, 
sans difficultés sérieuses, et rien que par des injections de toxine 


4 doses croissantes, donner aux chévres une forte immunité, et 


en tirer ainsi un puissant sérum antibotulique. 

Forssman (3), — quia fait ensuite une étude spéciale de la 
toxine et de l’antitoxine du botulisme, —a réussi, en pratiquant 
Vimmunisation au moyen de toxine trés atténuée par la chaleur, 
& Immuniser activement les cobayes et les lapins; et, en déter- 
minant la teneur en antitoxine d’un sérum provenant d’un 
cobaye ainsi immunisé, il a constaté que cette teneur était de 
1,000, @aprés le systéme d’évaluation appliqué par Kempner 
au sérum antibotulique ‘. Mais Vimmunisation de ces animaux 
présentait de graves difficultés (la plupart mouraient), et comme 
ces difficultés n’étaient pas en rapport avec les petites quantités 
de sérum qu’on pouvait en retirer, Forssman a préféré Pimmu- 
nisation facile et sure d'une chévre. 

En comparant d'une part les tableaux d’immunisation de 
chévres que Kempner a communiqués dans son étude, et d’autre 
part le tableau que Forssman a obtenu en immunisant sa chévre, 
on remarque une différence trés importante en ce qui concerne 
le rapport entre les quantités de toxine injectées et la valeur 
antitoxique des sérums produits. 


1, Kempner désigne sous le nom de sérum antibotulique normal un sérum 
dont 4 c. c. injecté &un cobaye de 300 grammes en mélange avec 1 « testdose » 
(la testdose étant la dose de toxine capable de tuer en 48 heures un cobaye du 
poids de 300 grammes) préserve l’animal de la mort (mais sans neutralisation 
compléte de la toxine), Ce systtme d’évaluation ne tient pas compte de la pré- 
sence de toxines ni de toxoides dans le poison du botulisme ; du reste, le « spectre » 
de la toxine du botulisme n’a pas encore été étudié, La valeur du sérum ne cor- 


respond done pas en ce cas a la valeur qui a été introduite par Ehrlich pour le 
sérum de la diphtérie, ' 


7 
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Ce désaccord apparait clairement dans le tableau suivant, ou, a 

pour faciliter la comparaison, les différentes solutions de toxine 2 

: injectées ont été ramenées par le calcul a une toxine de 0,0004 eas a 
comme testdose. fe. 


DATE 
- ESPACE de saignée A 
QUANTITE de temps occupé |P8r rapport a VALEU R = ae 
Vinjection 
de toxine injectée. par Vinjection de toxine] de sérum, 


de cette quantité, | immédiatement 
s précédente. 


Kempner. Chévre II..} Envy. 399 c. c. | Env. 4 mois. | 44 jours. 4.000 
= as — 4.099 — — 6m.1/2.} 9 — | 100.000 ze Ba 
Chévre III. 163 2 mois. 9 100 | 

ae) — 16 4 — 40.000 
ForssMaN. Chévre... 5 4m. 1/2. 25.000 co 


== = {525656 7 mois. 400.000 


Comme on peut le voir, Forssman a obtenu, aprés lojection 
de quantités de toxine relativement ietoeaGantos des sérums 
équivalents et méme supérieurs & ceux obtenus par Kempner 
aprés injection de quantités cunsidérables de toxine. Or, la seule 
différence entre les procédés employés par les deux auteurs, 
c’est que Forssman a pratiqué |’immunisation avec une lenteur 
sensiblement plus grande, c’est-a-dire qu il a fait les injections 
a des intervalles plus longs que Kempner, et qu’enfin les sai- 
enées ont été faites par lui plus tard par rapport a la derniére 
injection de toxine. Comme Forssman se refusait & mettre une 
différence aussi forte dans la proportion d’antitoxine sur le 
compte des variations individuelles, et comme d’ailleurs il n’était 
guére disposé a admettre que les solutions toxiques, employées 
dans les ‘injections, aient pu avoir une influence antitoxigéne 
aussi variable, il a supposé, — bien que sous toutes réserves, — # 
que la différence en question devait tenir ala différence signalée 
plus haut entre les procédés des deux auteurs, 

Comment ce facteur a-t-il pu exercer une telle influence sur 
la production des antitoxines? C’estce que Forssman a essayé de 
s’expliquer par une hypothese relative 4 la marche de la courbe 
d’antitoxine. En effet, dans le cas ot la courbe se développerait 


= 


S 
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de facon a atteindre tardivement son apogée, comme c’est le cas 


par exemple pour le tétanos, d’aprés Ehrlich- Brieger(4), Forssman 
serait arrivé avec ses injections de toxine plus prés du point cul- 


minant de la courbe que Kempner, — circonstance qui est peut- _ 


étre de nature a favoriser, du moins dans une certaine mesure, 
la production de l’antitoxine, — et surtout Forssman aurait en 
ce cas fait des saignées plus prés de ce point culminant, et ainsi, 


en‘admettant la réalité de cette hypothése, il aurait di dete 


sairement faire une récolte beaucoup plus riche que si la sal- 
gnée avait eu lieu quelques jours plus tot. 


Dans le cas ow cette hypothése relative & la marche de la 


courbe d’antitoxine correspondrait 4 la réalité, il serait impor- 


tant de pouvoir la remplacer par un fait; mais, dans le cas ot 
les recherches démontreraient que la courbe d’antitoxine botu- 
lique a une forme se rapprochant par exemple de celle de la. 


diphtérie, les essais d’ HB MUTUSStON faits par Forssman et 
Kempner pourraient servir i prouver une fois de plus qu'il est 
impossible, avec notre connaissance actuelle des facteurs qui 
déterminent ld formation des antitoxines, de prévoir méme 
approximativement la marche et l’intensité de ce phénoméne. 
Dans tous les cas, un examen de cette courbe présentait de l’in- 
térét, d’autant plus que jusqu’ici, on n’a tracé de courbes d’anti- 
toxine que pour le tétanos (4) et la diphtérie (5). . 

Pour ces raisons, nous avons entrepris d’étudier la marche 
de la courbe d’antitoxine chez une chévre qui a été immunisée 
contre la toxine du botulisme, et c’est le résultat de cette étude 
que nous communiquons ci-dessous. 

Nous avions pensé, au début, a tracer notre courbe en éva- 
luant le sérum de fagon & donner, par centimétre cube de sérum, 
le nombre de « testdoses » complétement neutralisées chez un 
cobaye d’un certain poids, et les chiffres ainsi obtenus auraient 
correspondu a la valeur L, de Ehrlich. Mais l’expérience nous 
a montré que cette évaluation présentait de trés grandes diffi- 
cultés. En effet, dans l'état actuel de nos observations, le pre- 
mier signe par lequel se manifeste l’action de la toxine ‘sur le 
cobaye, c’est un relachement dans la musculature de l’abdomen, 
et. ce symptome dénonce les plus faibles quantités de toxine. 

Il s’agissait done de marquer la limite entre les méjanges de 
sérum et de toxine, aprés lesquels se produisait un relachement 
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léger et ceux apres lesquels les muscles abdominaux conservaient 
leur tonicité. Mais c’était 1a une entreprise & peu prés impos- 
sible; car l’élasticité de la musculature abdominale varie trés 


‘sensiblement chez les cobayes normaux, et c’est pourquoi il 


était souvent impossible, dans le cas ot on plagait ensemble des 
animaux non injectés et des animaux injectés, de distinguer les ~ 
deux catégories sur le seul examen de la musculature abdomi- 
nale. Nous n’ayons pas réussi non plus 4 fixer un degré déter- 
miné de relachement pouvant servir de base & notre estimation, 
car toutes les nuances imaginables se présentaient 4 nous entre 
le relachement extréme et la tonicité compléte. Nous nous 
sommes donc décidés 4 déterminer, d’aprés un autre principe, la 
contenance en antitoxine du sérum injecté, savoir-en mélangeant 
le sérum et la toxine dans des proportions telles que les animaux 
injectés par ce mélange mouraienten 48 heures, autrement dit si 
une « testdose » se trouvait libre dans le mélange: les quantités 
calculées par centimétre cube de sérum correspondent ainsi ala 
valeur L, de Ehrlich, sauf la restriction que nous allons faire. 
La valeur L , peut étre utilisée aussi bien que Lo pour le tracé | 
de la courbe, mais a la condition que la méme unité serve de 
base & toutes les déterminations, c’est-a-dire qu’une toxine pro- 
venant d'une seule culture soit employée pour toutes les déter- 
minations, et que cette toxine ne subisse pas de modification et 
reste constante depuis la premiére détermination jusqu’a la 
derniére. Dela sorte, toutes les quantités se trouvent comparables, 
étant calculées d’aprés la méme mesure; tandis que, les valeurs 
de sérum, déterminées avec des toxines provenant de cultures 
botuliques différentes, méme si les testdoses sont les mémes, ne 
peuvent guére se comparer entre elles, attendu que les condi- 
tions de saturation d’antitoxine pour les toxines avec testdoses 


égales peuvent varier considérablement. Nous avons pu observer 


plus d’une preuve de ce fait au cours de nos recherches. C’est 


en observant les conditions ci-dessus mentionnées, que nos 


déterminations ont été faites. Ainsi nous avons toujours employé 
une seule et méme toxine dont la testdose s'est maintenue a 


0c. c. 002 pendant toute la durée des essais. Cependant une 
exception a été faite pour les deux premiers sérums (I et 1) de 


Ja premiére courbe, et c’est pourquoi nous avons signalé cette 
particularité par une ligne ponctuée. Ces sérums sont en effet 
20 
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déterminés par une autre toxine, et par suite ils sont compa- 


rables entre eux, mais non avec les autres valeurs marquées sui 
la courbe!. a Pe ile 

Tous les cobayes, employés pour la détermination définitive, — 
étaient nés et avaient été nourris ensemble. Le poids a varié | 
entre 250 et 285 grammes; lors de la détermination des sérums — 
immédiatement voisins, nous avons veillé a ce qu'il n’y edt pas 
entre lesanimaux une différence de poids supérieurea10 grammes. 
Mais pourles nombreuses déterminations servant a nous orienter, 
nous avons employé des sujets de poids plus variables. 

Pour ce qui est des quantités qui devaient étreinjectées, nous | 
nous sommes laissés guider par le raisonnement suivant. Si je — 
mélange sérum et toxine et que j’injecte 4 un cobaye de 
300 grammes une quantité de ce mélange contenant d’aprés mes 
calculs 10 testdoses, si je constate ensuite que 1 testdose était 
libre dans le mélange, attendu que le sujet est mort en 48 heures, 
le rapport des testdoses neutralisées aux testdoses libres est 
comme 9:1, Sile mélange était tel que précisément 1 c. c. de 
‘sérum correspondait a 10 testdoses de toxine, la valeur L, est 
déterminée pour ce sérum avec toute la précision possible. Mais 
si 0,1 ou 0,01 c. c. de sérum correspondaient a 10 testdoses, 
c’est-a-dire si en d’autres termes le sérum était 10 ou 100 fois” 
plus fort, je sais, par Veffet de linjection sur les animaux 
d’épreuve, que sur 0,1 c. c. et 0,01 c.c.,9 testdoses sont neutra- 
lisées et 1 reste libre; mais quand je calcule la valeur du 
sérum pour 4 c. c. j’obtiens, par centimétre cube de sérum, 
les rapports 90 : 10 ou 900 : 100 entre les testdoses neutrali- 
sées et celles qui sont libres; et quand j’arrive & des sérums 
d’une valeur trés élevée, par exemple 20,000 fois plus forts, le 
rapport devient : 180,000 : 20,000. Mais, on s’est ainsi trop 
éloigné de la valeur L,, et, — ce qui est plus grave, — on 
s’apercoit que de petites erreurs dans la détermination proprement 
dite, — par exemple une légére variation dans la résistance de 

1. Ces deux indications de sérum proviennent de l’époque ot nous essayions 
de déterminer la valeur Lo. Plus tard, lorsque nous nous sommes décidés, aprés 
de nombreux essais, & prendre pour base de notre courbe la valeur L,, nos pro- 
visions de ces deux sérums étaient épuisées, et c’est pourquoi il a été impossible 
de faire des déterminations nouvelles avec la toxine employée ensuite pour les 
autres sérums. Cependant, nous avons, pour les deux sérums en question, déter- 
mine L, en méme temps que Lo et avec la méme toxine. Le rapport entre L, 
et Lo sest trouvé étre, pour cette toxine, d’environ 2:4; la proportion était — 
poute différente pour la toxine employée plus tard, eae 
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rain ala toxine, — atteignent de grandes proportions lors- 
qu'il s'agit de calculer la falels @un sérum puissant. Un excé- 
~ dent i de 1,1 testdose au lieu de 1 testdose avance la mort de 
quelques heures; mais, méme aprés une dose simple, le temps de 


-la mort varie de quelques heures sur une série d’animaux d’ail- 
_ leurs identiques, autant que nous pouvons en juger. Il se produit’ 
ainsi des erreurs qu'il est impossible d’éviter. Si lon calcule 


Yinfluence qu'une erreur, comme celle que nous venons de 
prendre pour exemple, peut exercer sur l’évaluation d’un sérum 
dune valeur de 100,000, on voit qu’elle atteint 1,000 unités. En 
élevant dune maniére sensible la proportion des quantités injec- 
tées, on s’approche sensiblement de L , et on diminue en méme 
temps l’importance de l’erreur d’épreuve, comme le démontre un 
simple caleul. Pour déterminer L, avec une exactitude com- 
pléte, pour des sérums forts, par exemple pour un sérum ot 
L , = 250,000, on serait forcé d'injecter cette forte quantité de 
toxine plus le sérum correspondant, ce qui, méme en employant 


une toxine avec 0,0001 c. c. comme testdose, constituerait une _ 
masse de liquide trop forte pour étre injectée a la fois & un 


cobaye de 300 grammes. C’est pourquoi, il faut prendre un 
moyen terme, et choisir une dose qui puisse étre injectée faci- 
lement, mais en méme temps aussi qui contienne assez de 


*testdoses pour qu’on ne s€éloigne pas trop de la valeur L,. 


Pour les déterminations relatives aux sérums de valeur infé- 
rieure & 100,000, nous avons donc injecté des doses, qui, 
@aprés nos calculs, contenaient 200 testdoses, et pour des 
sérums de valeur supérieure nous avons fait des injections con- 
tenant 500 testdoses. 

Si lon calcule le rapport. entre les testdoses neutralisées et 
les testdoses libres, dans un sérum évalué a 100,000, par injection 
de 200 testdoses, on trouve que le susdit rapport est de 99500: 
500, et c’est la méme chose pour un sérum évalué a 250,000 par 
injection de 500 testdoses. La différence entre ces valeurs et les 


- valeurs réelles L,, occuperait sur la courbe la quatriéme partie d’un 


earré, et par suite elle ne peut étre considérée comme ayant une 
influence sur l’aspect général de la courbe; du reste la différence 


- devient moindre pour les valeursinférieures, dans la méme mesure 


que s’abaisse la valeur du sérum. Une erreur d’épreuve, comme 


‘celle que nous venons de prendre pour exemple, aurait encore 
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une importance moins grande lors de l’injection des doses en 


de ce genre n’agit que pour 50 unités, correspondant a 1/40 de 


le dessin de cette courbe. | mae: 
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dela marche de la courbe, nous avons déterminé soigneusement, 


sont specialement indiqués par des points. Une observation a 
faire, c’est que par suite des accidents nous avons jugé superflu de 
faire des déterminations aussi rigoureuses pour les sérums inter- 
médiaires; cependant, apres avoir trouvé la valeur des sérums 
spécialement marqués sur la courbe, nous nous sommes assurés 
que, par exemple, les sérums voisins de 15 étaient de valeur 


question. Sur des sérums évalués 100,000 et 250,000, une faute — 


carré sur la courbe ci-jointe, et est par suite sans influence sur — 


Aprés que les déterminations dorientation, plus ou moins 


4 
2 
i 
2 
| 
1 
{ 


] 
| 


exactes, nous eurent permis de nous faire une idée approximative — 


de la fagon que nous venons de dire, les sérums qui, sur la courbe, 
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inférieure a 15, que le sérum 18 sur la premiére courbe se trouyait 
sensiblement inférieur au sérum 17, ete... 

Comme on le voit, les deux courbes ont une marche presque 
complétement paralléle. Il y a entre les deux un espace de tem»s 
de trois mois, Dans cet intervalle, l’antitoxine s’est donc abaissée 
de71,000 9,500, chiffre par lequel commence la seconde courbe. 
Au commencement de la premiére courbe, nous trouvons le 
chiffre 2,000. Cette contenance en antitoxine estle résidu d’une 
immunisation qui avait été faite longtemps auparavant, En 
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effet, 14 mois plus tot. le méme animal avait donné un sérum 
antibotulique représenté par 100,000 d’aprés l’évaluation kem- 
pnérienne, et depuis cette époque il n’avait pas regu d’injection 
de toxine, Ainsi pendant ce long laps de temps l’antitoxine 
n’avait pas complétement disparu du sang, et avait seulement 
baissé de 100000 & 2000 (car, d’aprés ce qui précéde, il est 
eleir quil n’y a qu’une différence insignifiante entre la valeur 
donnée sur la courbe et la valeur 2,000 de Kempner). 
~Comme on devait s’y attendre, aprés les deux injections de 
toxines les sérums perdirent de leur valeur. Au commencement 
de la premiére courbe, le sérum pouvait avec certitude neutraliser 
complétement (L,) 1000 testdoses. La chévre pesant environ 
36 kilogrammes; si Pon admet que 1/13° de ce poids provient 
du sang et que la moitié du sang ce qui est (vraisemblablement 
une estimation trop faible) est constituée par dusérum, on obtient 
ainsi environ 1400 c.c. de sérum. Le sérum total de la chévre 
neutralise ainsi in vitro 1.400,000 testdoses. Dans ces conditions, 
on s’attend ace qu’une injection de 100,000 testdoses n’améne 
pas dans la contenance en antitoxine une baisse supérieure 
A environ 72 unités par e.c.; mais en réalité la valeur du 


, 
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sérum aprés cette injection diminue d’environ 5 fois 1/2, soit 
de 400 unités & peu prés, de sorte que le lendemain de lin- 
jection de toxine, 1 c.c. de sérum ne neutralise pas complétement 
(L,) plus de 600 testdoses '. Tes a Sedo 

Nous retrouvons done, dans |l’immunisation botulique, ce phé- — 
noméne qui a été observé depuis longtemps dans l’ immunisation 
contre la diphtérie, & savoir qu’une injection de toxine produit, 
chez un animal préalablement immunisé, une chute d’antitoxine — 
beaucoup plus grande qu’on ne s’y attendrait d’aprés la quantité 
employée de toxine, si on base son calcul sur la relation de satu- 
ration entre toxine et antitoxine in vitro. 

En ce gui concerne laspect des courbes, on voit qu’elles 
présententun faite assez nettementdessiné, commengantau8*jour 
et finissant au 17®, point 4 partir duquel la courbe tombe brus- 
quement, et que la valeur la plus élevée des deux courbes se _ 
trouve au 15° jour, Les abscisses, pour les points correspondants | 
sur les deux courbes, sont ainsi exactement les mémes, tandis 

que les conditions sont loin d’étre analogues pour ce qui est des 
ordonnées. x ae 

Ces derniéres sont, pour les mémes abscisses, sensiblement _ 
plus petites dans la seconde courbe que dans la premiére, et — 
cela nous montre quiici aussi, comme on l’avait deja observé 
dans immunisation diphtérique, il n’existe aucun rapport 
déterminé entre la dose de toxine injectée et la quantité d’anti- 
toxine produite, puisque dans les deux cas om avait injecté la 
méme dose de toxine, savoir 100,000 testdoses. 

Les abscisses aux points les plus importants des ceurbes 
restent donc constantes, tandis que les ordonnées varient. 
Partant de cette hypothése que la formation de l’antitoxine chez 
la chévre procéde toujours d’aprés notre schéma, et qu’ainsi- 
le faite et la valeur maximum d’antitoxine se trouvent toujours — 
aux mémes jours, c’est-a-dire ont les mémes abscisses, tandis — 
que les ordonnées (autrement dit l’intensité de la sécrétion anti-_ 
toxique) sont seules a varier, nous voulons considérer de nouveau 


4. Les valeurs Ly pour les deux premiers sérums ne sont pas pointées sur 
les courbes. D’ailleurs le rapport en question n’apparait guére sur les grandes | 
courbes avec leurs chiffres élevés correspondant. a de petites distances d’ordon- 
nées. En revanche, sur les déux courbes spéciales que nous avons adjointes, et 
qui correspondent aux premiers jours de chaque courbe, il a été possible, par - 
une autre ¢yaluation des ordonnées, de montrer clairement ce rapport et de 
donner avee plus d’exactitude la valeué des sérums qui s’y rapportent. 
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Kempner et de Forssman pour voir si la différence entre les 
résultats obtenus par eux se laisse expliquer&l’aide dela courbe 


ci-dessus, Nous remarquons tout de suite que les valeurs supé- 


rieures dantitoxine, obtenues par Forssman, ne peuvent pas étre 


dues a ce fait quil est arrivé, par ses saignées, plis prés que 


Kempner du climax de la courbe; au contraire, Kempner a fait 
toutes ses saignées dans la période fastigiale, ce qui n’a été 
le cas qu'une seule fois pour Forssman. La différence entre les 
résultats atteints doit done tenir & un des facteurs suivants ou 


a tous ensemble: 1° les intervalles de temps plus longs qui se — 
sont écoulés entre les injections de toxine de Forssman; 2° les 


valeurs différentes des solutions de toxine employées en ce qui 
concerne la formation de l’antitoxine ; et 3° les variations indi- 
viduelles relativement a l’aptitude des différents individus a 


_produire l’antitoxine. Dans quelle mesure ces divers facteurs 


ont exercé leur influence, c’est ce qu’il nous est impossible 


de déterminer. Enfin, si nous comparons lacourbe antibotulique 


avec les courbes déja tracées pour le tétanos et la diphtérie, nous 
voyons que pour ce quiest de la position du climax, autrement 


dit de son abscisse, la courbe antibotulique se trouve placée 


entre celle de la diphtérie (avec climax le 9 & 10° jour) et celle 
du tétanos (avec climax le 17¢ jour aprés V'injection immédia- 


tement précédente de toxine). 
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RECHERCHES SUR LA TRANSFORMATION EXPERIMENTALE 


DE BACTERIS BANMLES EN RACES PARASITES DES PLANTE 


Par M. L, LEPOUTRE 


Travail du laboratoire de botanique de l'Institut agricole de Gembloux. 


NS 


Chaque année, la liste des maladies bactériennes des plantes 
s'allonge, surtout chez les espéces soumises aux procédés de la 
culture intensive. Tandis que plusieurs naturalistes ont consi-— 
déré les microbes qui causent ces affections comme spécifiques, 
(autres, frappés de leur ressemblance avec les formes banales, 
ont été amenés a attribuer a celles-ci la propriété de devenir. 
virulentes aux dépens des végétaux. 

Dans cet ordre d’idées, M. Emile Laurent a montré que deux 
espéces communes, le Bacillus coli communis et le B. fluorescens 
putidus, normalement incapables d’attaquer les plantes, peuvent 
étre rendues expérimentalement parasites trés actifs de la 
pomme de terre, de la carotte et d’autres plantes tuberculeuses '. 

En est-il de méme d’autres bactéries banales? Telle est la 
question a laquelle je me suis proposé d’apporter quelques faits 

nouveaux. 

Mes essais ont porté sur les trois espéces suivantes : Ba- 
cillus fluorescens liquefaciens, B. mycoides et B. mesentericus vul- 
gatus. — Les matériaux qui ont servi & ces recherches pro- 
venaient du méme champ d’essais qui, en 1898, fournita M. Lau- 
rent ceux qu'il employa pour ses études. Il est divisé en 5 par- 
eelles; chaque année, l'une de ces parcelles, toujours la 
méme, regoit une dose excessive d’engrais azotés (P. I), ou 
d’engrais potassiques (P. IT), ou de superphosphates (P. JID, ou 
de chaux (P. IV), oude chlorure de sodium (P. Y). 

Les microbes étudiés ont été ensemencés A la surface de 
tubercules sectionnés de pomme de terre ou de carotte placés 
dans des cristallisoirs fermés et maintenus a l'étuve a 30°. 

La premiére tentative fut entreprise avec un B. fluorescens 


1, Ces Annales, t. XIII, 1899. 
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liquefaciens trouvé dans une pomme de terre en pourriture et qui 
par conséquent avait déja quelque virulence. Une culture sur 
bouillon gélatiné m’assura que c’était bien cette espace. 

Un peu de pulpe infectée fut déposée sur des rondelles de 
carotte. Au troisiéme jour, on voyait quelques taches noiratres, 
glaireuses sur les rondelles de P. I et P. V;_ es autres étaient 
indemnes. Celles-ci furent alors rafraichies et inoculées avec le 
produit d’attaque des rondelles de P. I. Aprés 2 jours, il n’y 
avait de développement que pour les carottes des P. I et V; 
Yattaque des tissus était plus prononcée que lors du premier 
passage, spécialement pour les racines de P. I. 

Des navets provenant des 5 parcelles ont été ensuite inoculés 
avec le B, fluorescens, provenant du dernier passage sur carottes 
de P. I, avec du B. mycoides et du B. mesentericus cultivés en 
bouillon. C’est le premier de ces microbes qui s’est montré le 
parasite le plus actif et cela au bout de 24 heures a l’étuve. 
Quant aux racines de diverses origines, ce sont celles récoltées 
dans la P. I qui étaient les plus prédisposées a l’infection ; 
elles étaient attaquées jusqu’a 5 millimétres de profondeur. Le 
parenchyme était complétement désagrégé et remplacé par une 
pulpe trés molle et & réaction nettement alcaline. 

Les B. mycoides et mesentericus n’ont causé qu’une légére 
attaque des navets et cela seulement trois jours aprés l’inocula- 
tion. Le développement était surtout marqué pour les navets 
des P.T et TY. 

Avec les produits d’attaque de chaque bacille sur les racines 
de P. I, j’ai inoculé une nouvelle série de navets. 24 heures, 
plus tard, le B. fluorescens avait profondément (5 millimétres) 
attaqué les tubercules de P. I, puis venaient dans l’ordre d’alté- 


ration ceux des P. IV, P. V, P. ILet P. III. 


Les 2 autres bacilles avaient attaqué les navets des P. J, 
IV, V, I et Il, mais beaucoup plus faiblement que le premier. 
Une troisiéme série d’ensemencements sur nayets a donné, 
en 24 heures, une attaque générale jusqu’a une profondeur de 
5 a8 millimetres. Aprés 2 jours, quelques rondelles, épaisses 
de 0™,02, étaient traversées de part en part; un liquide brunatre, 
a Galen: fétide, & réaction alcaline, s’écoulait au fond du pietals 


lisoir. 
Aprés 3 passages, les 3 bacilles étaient donc devenus 


aes 
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virulents, parasites pour les navets, surtout pour les racines 
cultivées dans les P. I et [V; celles ae la P. IL] montraient une — 
certaine résistance a linfection. Il était manifeste que le 
B. fluorescens était le plus virulent des 3 espéces; les 2 autres 
forment a la surface de la section ensemencée une sorte 
de mycoderme assez épais, qui sans doute, empéche la pénétra-__ : 
tion de l’air dans les couches plus profondes et y entrave linva- 
sion des microbes. ses 
Afin de conserver les 3 baciiles a l’état parasite, les essais 
furent continués sur des navets, mais sans présenter d’augmen- 
tation visible de la virulence; Vattaque du fissu cellulaire n’était 
pas plus rapide. as 


Les expériences suivantes ont été faites sur la carotte. 
Des rondelles de racines de cette espéce, récoltées dans les 
5 parcelles, furent ensemencées avec le B. fluorescens dune _ 
culture antérieure sur carotte et avec les B. mycoides et mesente- 
ricus parasites de navets de P. I. _ dite a 
Aprés 24 heures, les bacilles n’avaient attaqué que les carottes 5 
des P. I et IV et, mais plus faiblement, les racines de P. V. Le © 
B. fluorescens était le plus actif. ~ 
Le passage des deux autres bacilles du aye sur la 
carotte avait diminué leur virulence. Mais une.deuxiéme série 
d’inoculations, en partant pour chaque espéce microbienne de 
ses produits d’attaque sur carotte de P. I, a donné.un développe- 
ment général sur les carottes de toutes les parcelles. L’alté- 
ration était plus profonde sur les racines des P. I et ay. et plus . 
rapide avec le B. fluorescens. | 
- Un troisiéme passage avait communiqué aux ents une 
puissance d’attaque telle qu’en 24. heures les carottes étaient — 
décomposées sur une profondeur de plus de 5 millimetres. Les — 
passages suivants ont encore augmenté la virulence. Celle dus Ss 
B. fluorescens était si grande que ies rondelles de Om leetisee tales 
étaient toutes Pamtiollies en quelques jours. . 
Les produits de la destruction des tissus, et & Rounds : 
brunatre qui s’écoulait au fond des cristallisoirs avaient une— 
réaction nettement alcaline. De plus, dans les bocaux de culture 


_ du B. fluorescens, je percevais une odeur d’ammoniaque trés — 
forte. : aoe 
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En résumé, les carottes et les navets qui avaient subi 
Vinfluence de doses élevées d’engrais azotés ou de chaux se sont 

montrées peu résistants 4 ’invasion parasitaire. Au contraire, — 
TYemploi de l’acide phosphorique diminue la prédisposition aA 

Vinfection. . 
~ (Ces résultats confirment ceux de M. Laurent pour le coliba— 
cille. 


Les tubercules adultes de topinambour ect la betterave a 
Sucre paraissent naturellement immuns contre la pourriture 
provoquée par les microbes étudiés. 


Des topinambours provenant des 5 parcelles ont été ino- 


culés avec du B. fluorescens virulent sur carotte, Aprés 4-jours, 
les tubercules de P. IV seuls étaient faiblement attaqués; 
un second passage sur le méme milieu n’a pas accru I’aptitude 
parasitaire. 


_. Des essais d’inoculation furent tentés sur des betteraves,. ~ 
sans aucun résultat. Mais immersion de ces racines dans-une- 
solution de soude a 1 0/00 les a rendues favorables au déve- _ 


loppement du B. fluorescens. Une inoculation ultérieure sur bet- 
terave normale n’a plus donné qu’une attaque minime. L’7immu- 
nité de la betterave est donc bien réelle. e 

Un accident survenu pendant été a fortement réduit la 
récolte des pommes de terre cultivées dans le champ d’essais. Je 
nai pu les utiliser pour ces expériences, et me suis servi de 
tubercules de variétés fourragtéres cultivées dans les champs. — 

La pulpe de carottes et de navets attaqués par les 3 ba- 
cilles a été employée comme produit d’inoculation, sans don- 
ner de résultat positif. J’ai alors eu recours au moyen artificiel 
imaginé par M. Laurent pour diminuer l’immunité naturelle. I 
~ consiste 4 immerger pendant une heure les moitiés de tuber- 
cules dans de la soude a 1 0/00. L’inoculation fut suivie apres 
24% heures de séjour a l’étuve d’une destruction du parenchyme 
_ jusqu’a 3 et 5 millimétres de profondeur. Au bout de 2 jours, 
— Vattaque du B. fluorescens atteignait 15 millimétres et celle des 
~ deux autres bacilles 8 4 10 millimétres. 

Des pommes de terre normales, coupées en devx, ont été 
ensemencéesavec les trois bacilles cultivés sur tubercules plongés 
dans la soude. Dés.le lendemain, le B. fluorescens avait produit 
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une pulpe de 5 millimétres d’épaisseur; le B. mycoides et le B, 
fluorescens avaient donné une sorte de mycoderme, comme sur 
navets et carottes. = 

Les passages ultérieurs sur pommes de terre out accru la 
virulence des 3 espéces, parmi lesquels la plus active était 
toujours le B. fluorescens ; ses aptitudes parasitaires sont remar- 
quables, et elle est sans conteste un ennemi trés dangereux, de 
beaucoup de plantes cultivées. 

Les pommes de terre employées provenaient de variétés 
différentes et de divers champs. Aussi plusieurs tubercules 
furent rebelles aux premiéres tentatives d’inoculation; aprés une 
accoutumance suffisante sur des variétés moins résistantes, les 
plus récalcitrantes ont fini par se laisser entamer. . 

La réaction de la pulpe produite par l’invasion bactérienne 
et le liquide qui s’écoulait des tubercules pourris étaient toujours - 
alcalins. La pulpe du B. fluorescens, examinée au microscope, 
montrait les cellules complétement dissociées, mais les grains 
d’amidon étaient intacts. Avec les B. mycoides et mesentericus, 
beaucoup de cellules n’étaient pas désagrégées ; aussi la pulpe 
était plus ferme, grumeleuse. 

Quand la pourriture était assez “avancée, Vodeur d’ammo- 
niaque était trés prononcée, 


Mécanisme de Vinvasion bactérienne. — Les observations sui- 
vantes ont été faites sur le B. fluorescens, la plus virulente des 
3 especes étudiées. 

Si l’on observe en mars une pomme de terre ou un navet 
inoculé, on peut aisément s’assurer que sila pulpe est aicaline, 
le tissu immédiatement sous-jacent a une réaction acide. Cette 
zone est privée de microbes, mais néanmoins le protoplasme 
des cellules est contracté. J’ obser vais méme un commencement 
de désagrégation de ces derniéres. Il semble que de la région 
envahie par les microbes s’infiltrent des produits solubles acides 
qui dissolvent les lamelles mitoyennes et coagulent le proto- } 
plasme. ; en 

Le suc exprimé de navets infectés par le bacille a été filtré 
sur bougie Chamberland; il était brundtre et avait une réaction a 
alealine. Une partie du liquide filtré fat neutralisé avec l’acide | 
chlorhydrique dilué, et on en fit 3 portions. A la premidre (A), * 
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on ajouta 2 0/00 d’acide oxalique; a la deuxidme (B), un peu 
deau de chaux; la troisiéme portion (C) fut chauffée a 62° pen- 
dant cing minutes. Dans les trois liquides ainsi préparés furent 
plongés de petites tranches de carotte, de navet et de pomme de 
terre; une goutte d’essence de moutarde les préservait de l’inva- 
sion microbienne. 

Deux heures plus tard, en A et B, le tissu superficiel était 
désorganisé, et il se détachait une mince couche pulpeuse des 
tranches de tubercules. Le protoplasme était contracté dans les 
cellules. 


Dans GC, les tissus étaient restés compacts, mais le proto- 


plasme était contracté plus nettement qu’en B. 

Nous retrouvons ici les 2 agents signalés par M. Laurent : 
une diastase qui dissocie les cellules et des substances qui en 
contractent le protoplasme. Celle-la est détruite 4 62° et fonctionne 


mieux chez le B. fluorescens, en milieu acide; celles-ci résistent — 


au chauffage a 62°. 

Des observations analogues furent faites avec le suc exprimé 

de pommes de terre attaquées, suc donc la réaction était aussi 
alcaline. 1: renfermait une diastase qui dissout les lamelles 
mitoyennes-de la pomme de terre en présence d’acide lactique et 
surtout d’acide acétique a 1 0/0; en méme temps il y avait 
coagulation du protoplasme. Les effets de addition des acides 
formiques et tartrique, 4 la méme concentration, sont plus lents 
sur la dissociation cellulaire et nuls sur la coagulation proto- 
plasmique. Le méme liquide, additionné de soude a 1 0/0 ou 
chauffé 4 62°, ne modifiait plus la consistance = parenchyme de 
la pomme de terre. 
- L’existence de la diastase dissolvante des corps pectiques qui 
constituent les lamelles mitoyennes a été mise en évidence par 
la précipitation par Valcool du liquide filtré des cultures sur 
pomme de terre. 

Le précipité floconneux dissous dans l’eau produit le ramol- 
lissement et la désagrégation des membranes. 
~  L’analyse du méme liquide y a révélé l’existence des acides 
acélique et lactique. Ces acides ont aussi été retrouvés dans une 
culture du B. fluorescens en solution minérale additionnée de 
sucre a 1 0/0. 

Nous sayons déja que, dans un tubercule de navet ou de 
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pomme de terre’ infecté, il existe sous la pulpe une searile de 
-parenchyme, a réaction neltement acide et qui n'est pas encore 
enyahie par les microbes, mais dont le protoplasme est déja 
contracté. Cette altération doit étre attribuée & des” produits — 
solubles, acides, sécrétés par les organismes de la pulpe, et parmi_ 
lesquels on est aulorisé a ranger les acides ale et segs 
produits aux dépens des sucres de réserve. 

A la dose de 10/0, ces acides organiques ne déterminent pas. 
la contraction cellulaire chez la pomme de terre et le navet, 
mais bien chez le topinambour, la carotte et l’oignon. Cette 
dose n’est sans doute jamais atteinte dans les parenchymes 
situés & la limite des tissus contaminés; d’autres produits de- 
sécrélion ajoutent leur action toxique a celles de ces acides et 

déterminent la mort des cellules avant la pénétration des 
microbes. Pour que celle-ci puisse avoir lieu, il faut la désagré- 
gation cellulaire causée par la diastase également sécrétée par 
les bactéries, et dont la diffusion parait moins rapide que celle 
des substances toxiques. Il n’est pas sans intérét de remarquer — 
que, dans le cas du B. fluorescens cultivé sur pomme de terre 
“~ou nayet, la diastase qui dissout les lamelles mitoyennes ne 
fonctionne qu’en milieu acide ou faiblement alcalin. . 

Sila pulpe formée par les restes des parenchymes attaqués | 
par les bactéries actuelles devient alcaline, c’est par suile des 
produits de décomposition des matiéres azotées renfermées 
dans les cellules. Il se forme ainsi de ’ammoniaque, qui neu- 
tralise les acides. La présence de cet alcali est évidente : on en 

' percoit nettement l’odeur dans les cultures et on peut le mettre 
en liberté par distillation avec la potasse. 

L’intervention de l’ammoniaque est nécessaire pour me 
cher Paction toxique des acides. organiques que les bactérées 
-produisent en décomposant les sucres, action qui se superpo se 
a celle des acides du suc cellulaire. Ainsi, peut s’expliquer la 

--prédisposition que présentent les tubercules récoltés dans la” 
parcelle I, ot Pon emploie chaque année des engrais azotés. 


Une pareille alimentation provoque une assimilation plus impor- 


tante des combinaisons azotées, substances albuminoides, — 


~amidées ou autres, toutes trés favorables a la nutrition des 


bactéries et & la production de combinaisons ammoniacales 
résiduaires. 
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 - - Récemment, M. Pétermann ! a alliré Vattention sur‘la et 
richesse des tubercules en matiéres azotées non albuminoides, 

chez des variétés de pomme de terre tris sujettes au Peronos- 

3 pora. Au contraire, les variétés qui renferment beaucoup de 

c fécule et peu de matiéres azotées non albuminoidés sont trés a. 

-__ résistantes a la maladie. . 

+ . Crest une nouvelle preuve des relations qui existent entre la 


composition des plantes, leur alimentation et le développement 

de leurs parasites. = 
bs - (Cette dépendance des parasites vis-a-vis de la composition “as 
chimique de leurs hétes doit étre vraie aussi bien pour: lex ee 
__- matiéres minérales que pour les substances organiques, pour : 
= = les hydrates de carbone comme pour les combinaisons azotées. 
En voici un nouvel exemple. : ae 
% Au mois d’ayril 1901, mes cultures iis B. fluorescens navet =e 
périclitaient; il en fut de méme pour des cultures de cette oe 
___ espéce faites en mai, sur pommes de terre de variétés diverses. 

SS L’immersion des tubercules dans des solutions alcalines ne 
---communiquait qu’une virulence passagére : ils étaient immu- 

- _nisés, rebelles a l’infection. Il n’en fut plus de méme quand, 
sau commencement de juin, je pus répéter mes essais d’inocula- 

= tion sur des pommes de terre nouvelles. Le microbe, apres un 
premier passage sur tubercule alcalinisé, était redevenu actif, = 
quelques passages surdes pommes de terre normales luiren- 
— _ dirent toute sa virulence. ee 
> Ontie peut expliquer l’immunité ee au printemps par & iy 
jes navets et les pommes de terre que par |’épuisement des ae 
_- _réserves sucrées utilisées par la respiration et la croissance des 
tiges. Le B. fluorescens, incapable d’attaquer l’amidon, ne peut 
-___ plus se multiplier et produire les substances toxiques qui tuent 
les parenchymes des tubercules. Ici limmunité résulte d’un eee 
_——s appauvrissement de l’héte. | eae 


2a \ CONCLUSIONS aS 

Les résultats généraux de ce travail confirment les conclu- 
sions posées par M. Em. Laurent oa ses recherches sur le 
oe -— colibacille;: = 


4, Bull. de UInstitut chimaque et bactériologique a Gembloux, n° 70, p. 415, 
1904. 


‘ ty 
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- {0 Par une série de passages, il est possible de faire acquérir 
a des bactéries banales (Bacillus fluorescens liquefaciens, B. mycoi- 
des, B. mesentericus) une réélle virulence & l’égard des tissus — 
végétaux;. cette propriété disparait par la culture en milieu 
non vivant; 
2° L’alimentation minérale influe a’ une Goon évidente sur — 
la résistance des végétaux tuberculeux a l’infection bactérienne, 
Cest ainsi qu’un excés d’engrais azoté ou de chaux prédis- 
pose & la pourriture tandis que les phosphates augmentent 
la résistance des navets et des carottes aux bacilles virulents ; 
3° Pour ce quiconcerne spécialement le B. fluorescens, il y a 
tieu de distinguer dans son role parasitaire : a, une action 
dissolvante des lamelles mitoyennes, due & une diastase, une 
variété de pectinase et qui produit la dissociation des cellules; 
6, une action coagulante, puis nécrosante sur le protoplasme __ 
provoquée par les produits de sécrétion du microbe, parmi— ea 
lesquels sont des acides organiques; ils agissent comme de 
véritables toxines. 


ERRATA DANS L’ARTICLE DE M. J.-G. SAVTCHENKO 
(Numéro du 23 féyrier ) : 
Page 107. — Ligne 14. — Lire « R. Pfeiffer » et non « Pfeffer. » 


Page 117. — Ligne 28, — Lire « Xe. c. de bouillon et d a 
wae es a eee (a) de sérum fixateur » et 


Page 119. — Ligne 26, — Lire « sérum norm 
al de lapin » et on 
de cobaye ». Pp non « serum normal 


Page 123. — Ligne 37. — Lire « mononucléaires » et non « polynucléaires ». 


G. Masson. 


Le Gérant : 


Sceaux. — Imprimerie E. Charaire. 


~ Vol XVLPLIL 
(Mém.Levaditi) 


qu 
ba 
@ 
ay 
an 
Eo} 
Ay 
a) 
@ 
ae 
n 
G 
at 
— 
@ 
oO 
‘Ww 
i) 
— 
oO 
& 
=2% 


Y Roussel, ith 


DF Levaditi, del. 


Inp. T-Latontamne, Paris. 


a ae 


ai "Antales de | Institat Pasar ae F Vol XVI PL 


(Mem.Levaditi) 


a 


DF Levaditi, del. ~ V. Roussel, Lith. 


Imp. I. Lalontarne, Paris, 


Annales del Institut Pasteur. 


Motas, del. 


Imp. 1. Latontaine. Paris. 


—< 


Vol. LVL PLY 


(Mém, Nodard et Motas.) 


V. Roussel, ith 


ValoXVI PIV 


(Mém.Nocard et Motas) 


Motas, del 3 V.Roussel, hth. 


Imp. L. Lafontaine, Paris. 


